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Resumo

Até ha pouco tempo, a molécula de RNA era ainda negligenciada em comparacao com o DNA e
proteinas, sendo descrito como um simples intermediario no fluxo da informacao genética. No
entanto, ao longo dos Ultimos anos o RNA tem sido associado a uma multiplicidade de
processos biologicos, sendo hoje em dia, intitulado como um componente celular
surpreendente. A investigacdo em torno da molécula de RNA tem levado a inUmeras
descobertas biologicamente importantes e ao desenvolvimento ou aperfeicoamento de novas
abordagens terapéuticas. Um tipo de RNA que tem sido amplamente estudado, devido a
potencial aplicacao terapéutica, € o microRNA (miRNA). Este RNA pertence a classe dos RNAs
de baixo peso molecular que regulam a expressao génica, e a sua desregulacao tem sido
associada a diversas patologias.

Ainda assim, a necessidade de obter o RNA puro e intacto é extremamente relevante
considerando esta vertente de aplicacao clinica, e quer o seu isolamento quer a etapa de
purificacdo e armazenamento apresentam-se como passos criticos devido a possivel
degradacao do RNA, o que pode prejudicar a sua estabilidade estrutural e consequentemente
a sua atividade biologica. Desta forma, torna-se fundamental garantir a estabilidade da
molécula apos todas as etapas do processo, visando a sua aplicacao.

Deste modo, o objetivo global deste estudo consiste no desenvolvimento e implementacao de
uma nova metodologia que permita manter a conformacao nativa e atividade bioldgica do
RNA, apds todas as etapas criticas do seu processamento. Inicialmente foram realizados
estudos cromatograficos baseados em cromatografia de afinidade com ligandos de
aminoacidos, nomeadamente a matriz de L-metionina-agarose, para obter o pre-miR-29 com
elevado grau de pureza. Como estes resultados nao foram conclusivos, e nao foi possivel a
separacao eficiente do pre-miR-29, os estudos de estabilizacao foram realizados com RNA
total.

Assim, foram realizados ensaios de dicroismo circular (DC) para avaliar a estabilidade
estrutural do RNA, apds o seu isolamento e incubacao com diferentes classes de excipientes,
nomeadamente sais (EDTA, citrato de sodio e acetato de sddio) e aminoacidos (histidina,
prolina e arginina) nas concentracdes de 1, 25 e 100 mM, e aclcares (sorbitol, trealose e
sacarose) a 295 e 595 mM. O estudo de estabilidade inclui ainda a avaliacao da estabilidade
em funcao do tempo (7, 15 e 30 dias) e temperatura de armazenamento (4, -20 e -80°C). De
uma maneira geral, estes testes preliminares indicaram que o RNA na presenca de EDTA ou
arginina na concentracao de 1 mM, conservados a 4°C e -80°C, mantém a sua estabilidade
conformacional.

Considerando os resultados obtidos, e para confirmar a acdo estabilizadora dos aditivos na
manutencdo da atividade biologica do RNA foi usado como modelo o pre-miR-29. Estudos
recentes apontam para uma alteracdo dos niveis deste miRNA na doenca de Alzheimer (DA).
Em condicdes fisioldgicas, o pre-miR-29 pode atuar diretamente sobre a enzima B-secretase 1

(BACE 1) responsavel pela clivagem da proteina percursora amiléide (APP) e desta forma
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diminuir os depositos extracelulares dos péptidos B-amildides (AB). Estes estudos revelam a
possibilidade da aplicacao do pre-miR-29b como um alvo terapéutico, ja que a reposicao dos
seus niveis nas células neuronais podera induzir o silenciamento da BACE 1 e reducédo dos
niveis dos péptidos AB.

Assim, no ambito deste trabalho, o pre-miR-29 recombinante foi preparado e armazenado nas
condicoes que apresentaram melhores resultados de estabilizacao, no dicroismo circular, para
posteriormente ser avaliada a sua atividade biologica, nomeadamente no que se refere a
capacidade de reduzir os niveis de expressao da BACE 1. Apds a producao do pre-miR-29, este
foi purificado com a matriz de L-arginina-Sepharose, e foram realizados estudos de transfecao
das células N2a695. Os resultados obtidos demonstraram que o pre-miR-29 incubado com
arginina a -80°C durante 30 dias apresenta uma diminuicao da expressao do mRNA da proteina
hBACE 1 de cerca de 90-100%, quando comparado com as outras condicées de armazenamento

testadas.
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Abstract

Until recently, RNA molecule was still neglected comparing to DNA and proteins, being
described as a mere intermediate in the flow of genetic information. However, over the past
few years, RNA has been associated to a multiplicity of biological processes, being nowadays,
entitled as a surprising cellular component. Researches around the RNA molecule have led to
numerous biologically important discoveries and to the development or improvement of new
therapeutic approaches. A type of RNA that has been widely studied due to its potential
therapeutic application is microRNA (miRNA). This RNA belongs to the class of small RNAs that
regulates gene expression, and its dysregulation has been linked to various diseases.

Still, the need to obtain pure and intact RNA is extremely important considering its clinical
application. The isolation, purification and storage steps are presented as critical steps due
to the possible RNA degradation, which can harm its structural stability and consequently its
biological activity. Thus, it is essential to ensure the stability of the molecule after all stages
of the process, with the view of its application.

Thus, the overall aim of this study is the development and implementation of a new
methodology to maintain the native conformation and biological activity of RNA, after all
critical stages of processing. Initially, chromatographic studies were performed based on
affinity chromatography with amino acid ligands, in particular L-methionine-agarose matrix,
in order to obtain the pre-miR-29 with high purity. As these results were inconclusive, and the
efficient separation of pre-miR-29 was not possible, stabilization studies were performed with
total RNA.

Accordingly, circular dichroism (CD) experiments were performed in order to evaluate the
RNA structural stability, after its isolation and incubation with different classes of excipients,
including salts (EDTA, sodium citrate and sodium acetate) and amino acids (histidine, proline
and arginine) at concentrations of 1, 25 and 100 mM, and sugars (sorbitol, trehalose and
sucrose) at 295 and 595 mM. The stability study also included the evaluation of different
storage time (7, 15 and 30 days) and storage temperatures (4, -20 and -80°C). In general,
these preliminary tests indicated that the RNA in presence of EDTA or arginine at a
concentration of 1 mM, stored at 4°C and -80°C, maintains its conformational stability.
Considering the obtained results, and to confirm the stabilizing action of additives on
maintenance of the RNA biological activity, pre-miR-29 was used as a model. Recent studies
point to a change in the levels of this miRNA in Alzheimer's disease (AD). Under physiological
conditions, miR-29 may act directly on B- secretase enzyme (BACE 1) responsible for the
cleavage of amyloid precursor protein (APP) and thereby decreasing the extracellular deposits
of B-amyloid peptide (AB). These studies indicate the possibility of pre-miR-29b application as
a therapeutic target, since the reinstatement of its levels in neuronal cells might induce the
silencing of BACE 1, reducing levels of AB peptide.

Thus, in this work, the recombinant pre-miR-29 was prepared and stored using the conditions

that have presented better stability results by circular dichroism, to later be evaluated its
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biological activity, in particular regarding to the ability of reducing the expression levels of
BACE 1. After production of pre-miR-29, it was purified with the L-arginine-Sepharose matrix,
and transfection studies were performed in N2a695 cells. The obtained results showed that
pre-miR-29 incubated with arginine at -80°C for 30 days induces a decreased of about 90-

100% of hBACE 1 mRNA expression, when compared to other tested storage conditions.

Keywords

Affinity Chromatography, Circular Dichroism, pre-miR-29b-1, RNA, RNA stability
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Capitulo 1

Introducao

A funcdo normal das células dos organismos vivos esta diretamente dependente da expressao
de um grande nimero de acidos ribonucleicos (RNAs) codificantes - RNA mensageiro (mRNA) -
que sao responsaveis por codificar inUmeras proteinas. No entanto, outros RNAs designados
por nao-codificantes sao igualmente importantes em diversos processos celulares, estando
envolvidos nomeadamente no processo de transcricao, no processamento de RNAs, como por
exemplo pequenos RNAs (sRNAs) e na traducao nomeadamente pelos RNAs ribossomais (rRNAs)
e RNAs de transferéncia (tRNAs) [1]. Estudos recentes, tém demostrado que a molécula de
RNA estda também associada a diversas vias regulatorias, podendo mesmo conduzir ao
desenvolvimento de diversas doencas oncoldgicas e neurodegenerativas, devido a alteracoes
nos seus niveis de expressao. Dai ser importante o seu estudo, quer ao nivel estrutural, quer
ao nivel funcional, uma vez que se prevé a sua aplicabilidade no desenvolvimento de novas

terapias e avaliacdo como alvo terapéutico [1].

1. Molécula de RNA

A descoberta da molécula de RNA, surgiu em meados de 1869 pelo bidlogo suico Friedrich
Miescher, e desde essa altura, a definicdo da sua funcao biologica evoluiu de um simples
intermediario entre proteinas e o DNA (acido desoxirribonucleico), para a definicdo de uma
molécula dinamica e versatil, com a capacidade de regular a expressao de diversos genes nas
células [2,3]. Watson e Crick, descreveram em 1953 que a molécula de DNA de dupla hélice,
era de extrema relevancia pois tanto poderia conter informacao genética como replica-la,
encontrando-se o RNA durante muitos anos revestido de incertezas no que diz respeito, a sua
verdadeira funcao [4].

A molécula de RNA tem origem no processo de transcricdo (figura 1) e a sua principal funcao
esta associada a capacidade de transferir a informacdo genética para a sintese de proteinas
nos ribossomas, no entanto o RNA pode ainda assumir o papel da molécula de DNA como

portador da informacdo genética e ainda funcionar como uma enzima (Ribozima) [5].

Degradacao
Replicacao DMNA ——= BMNA - RMNA » Proteina .
Transcricao Processamento Traducéo Modificagoes

pos-traducao

Figura 1 - Imagem representativa da transmissdo da informacao genética (adaptado de [6]).



A centralidade do RNA recaiu nas suas propriedades bioquimicas, e a sua funcao esta também
inteiramente relacionada com a sua capacidade de formar estruturas secundarias, permitindo
assim “proteger” algumas regioes da molécula, fazendo, no entanto a exposicao de outras
para o seu reconhecimento, facilitando desta forma interacées com outras moléculas. O RNA
pode ainda assumir estruturas terciarias, adquirindo uma superficie capaz de interagir com
ambientes internos criando sitios de ligacdo para ides metalicos e assim promover reacoes
cataliticas [7].

Ao longo dos ultimos 20 anos, o RNA provou ser entdao uma molécula quimica versatil apesar

da sua aparente simplicidade [8].

1.1 Bioquimica da molécula de RNA

O RNA é um polimero formado por unidades repetitivas de ribonucléotidos, sendo estes
estruturalmente constituidos por uma ribose (aclcar em forma de anel heterociclico com
cinco carbonos), um grupo fosfato (molécula de fosforo com quatro oxigénios) e uma base
azotada (anel heterociclico com atomos de azoto e carbono). As bases azotadas dividem-se
em dois tipos fundamentais (figura 2): as pirimidinas que sao constituidas por um anel de seis
atomos, integrando a citosina (C), a timina (T) e o uracilo (U), e as purinas constituidas por
dois anéis que se combinam entre si, um com seis e outro com cinco atomos, incluindo a

adenina (A) e a guanina (G) [9].
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Figura 2 - Representacao da estrutura das principais bases puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos

(adaptado de [5]).



A nivel quimico e estrutural a molécula de RNA é muito semelhante a estrutura nativa do DNA
(figura 3), diferindo apenas em trés aspetos basicos: primeiro o RNA usa como base azotada o
uracilo (U) em substituicao da timina (T); os ribonucleodtidos possuem dois grupos hidroxilos
(OH) na posicao 2’ e 3’ da ribose enquanto o DNA contém apenas um grupo hidroxilo (OH) na
posicao 3’ da desoxirribose; e o RNA é frequentemente de cadeia simples e bastante flexivel
enquanto o DNA se organiza estruturalmente em dupla hélice [9].

As diferencas estruturais sao importantes na estabilidade das moléculas. De facto, o aclcar
da desoxirribose € menos reativo devido as ligagdes C-H presentes na posicdo 2’, o que torna
o DNA mais resistente a hidrolise alcalina, ao contrario do RNA que é mais sensivel a clivagem
nucledfila, sendo facilmente hidrolisado por ides hidréxido [10].

Ribonucleétido Desoxirribonucleétido

Base= Base

O—T=

-0 -D—p O —
|
OH H
Figura 3 - Diferencas estruturais entre a ribose e a desoxirribose (adaptado de [9]).

E a partir das ligacdes fosfodiéster sucessivas entre os nucleétidos que o polimero de RNA se
vai estruturando [9]. Os nucledtidos ligam-se entre si por ligacbes covalentes através dos
fosfatos presentes no ribonucledtido, mais precisamente no grupo hidroxilo-5’ de um dos
nucledtidos que se une ao grupo hidroxilo-3’ do nucledtido seguinte. Desta forma, o
“esqueleto” do RNA consiste em residuos de fosfato e ribose alternantes e as bases azotadas
encontram-se nos grupos laterais (figura 4) [11,12].
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Figura 4 - Representacao da estrutura covalente do polimero de RNA (adaptado de [13]).



1.1.1 Estrutura do RNA

A molécula de RNA é descrita como sendo uma sequéncia linear de monomeros designados por
nucledtidos, que se podem dobrar em torno de si mesmos, originando desta forma estruturas
tridimensionais (figura 5¢) [14]. A sua propensao para formar estruturas secundarias facilita a
interacdao com outras moléculas de RNA, o que permite expor algumas das suas sequéncias
para um reconhecimento mais facilitado [10].

Para além das estruturas secundarias, o RNA pode ainda adotar estruturas mais complexas,
como é o caso da estrutura terciaria, e sao estas formas mais complexas que concedem ao
RNA a capacidade de “partilhar” a sua informacédo e promover reacdes cataliticas [14,15].

A ordenacao linear de nucleotidos € designada por estrutura primaria, ou sequéncia primaria
de RNA (figura 5a). Esta estrutura é mantida por fortes ligacdes covalentes, ndo sendo tao
estaveis como na molécula de DNA. Por outro lado, as ligacbes de hidrogénio sao
relativamente fracas e podem ser formadas entre dois ou trés nucledtidos, que estejam
relativamente proximos entre si, permitindo assim que o RNA se consiga dobrar e deste modo
formar estruturas mais complexas, nomeadamente as estruturas secundarias e terciarias [14].
Por outro lado, a estrutura secundaria da molécula de RNA é definida pelo “emparelhamento”
intramolecular de bases, ou seja pelo rearranjo dos nucleotidos, que desta forma minimizam
a energia livre da molécula [15]. Esta estrutura tem por base a estrutura primaria do RNA, e
as sucessivas ligacoes de hidrogénio e de van der Waals, mantendo assim o RNA
biologicamente ativo [16].

A estrutura secundaria do RNA mais comum é a conformacao em “hairpin”, que consiste numa
cadeia dupla de RNA (dsRNA), que contém sequéncias ndo emparelhadas e induz a formacao
de um loop (figura 5b). Esta estrutura da molécula em forma de “hairpin”, pode determinar
as interacoes com a ribozima, proteger o mRNA da sua degradacao, servir como local de
reconhecimento para as proteinas se ligarem ao RNA ou atuar como um substrato para
promover reacoes enzimaticas [17].

Todavia, a estrutura terciaria do polimero de RNA é também fundamental para a
compreensao da sua atividade bioldgica [18]. A estrutura tridimensional forma-se a partir de
hélices duplas de RNA com bases complementares em cadeia, sendo esta estrutura comparada
com a estrutura complexa das proteinas (figura 5c) [19]. Esta conformacao pode ter origem
devido a enorme liberdade de rotacdo que o RNA possui na regido de bases nao-
emparelhadas, promovendo interacées entre estruturas distantes [15]. Atualmente, existem
diversas técnicas que permitem determinar as estruturas terciarias do RNA, sendo as mais
usuais, a cristalografia de Raios-X, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e a Microscopia
eletrénica [15,18]. De uma maneira geral, a conformacao tridimensional do RNA pode assumir
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a forma de “Stem-loop”, “Tetraloop”,” Loops” internos e “Pseudoknots” [15].
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Figura 5 - Estrutura do RNA. (a) Estrutura primaria que apresenta a sequéncia de nucleétidos do RNA.
(b) Estrutura secundaria que apresenta a cadeia de RNA com bases emparelhadas intramoleculares. (c)
Estrutura terciaria, o RNA apresenta-se em estrutura tridimensional que se forma a partir de
interacoes de ordem mais elevada entre as regides com emparelhamento de bases (adaptado de [14]).



1.2 Biossintese das moléculas de RNA

A sintese das diversas espécies de RNAs, embora obedecendo a mecanismos universais de
transcricdo de cadeias codificantes do DNA gendmico (gDNA), apresenta no entanto
diferencas relacionadas com o tipo de células em que ocorrem, assim como com o tipo de
RNA que é sintetizado [20].

A biossintese do RNA ¢é iniciada por RNA polimerases (RNAPs - holoenzima), essenciais para o
inicio do processo de transcricdo. Este processo pode ser dividido em 5 fases, incluindo o (i)
recrutamento da RNA polimerase que se liga a molécula de DNA e localiza uma sequéncia
promotora, (ii) associacao da RNA polimerase ao DNA resultando na abertura da dupla cadeia
de DNA, (iii) libertacdo do promotor, (iv) inicio da sintese da cadeia de RNA pela adicao de
nucleotidos e por fim a (v) libertacdo da molécula de RNA e da RNA polimerase (figura 6)
[21].

(i) Ligacdo da RNAP ao promotor
F

@m ATP + NTP
ANAP © N

(ii) Iniciacao da cadeia

FOXTR I AK

pppApN
pppApM

pppApN
NTP=

(v) Terminacdo da cadeia e

libertacdo da RNAP .
(ifi)  Libertacdo do promotor

(iv) Alongamento da cadeia

Figura 6 - Etapas gerais do processo de transcricao. Representacao do processo que
ocorre em procariotas (adaptado de [13]).



2. Diferentes tipos de RNA

Até recentemente, o RNA nao era tao estudado como o DNA ou as proteinas, sendo muitas
vezes identificado como um simples intermediario no fluxo de informacao genética.
Presentemente, o RNA é conhecido por desempenhar diversos papéis a nivel funcional e ser
responsavel por uma multiplicidade de processos biologicos essenciais [10]. Contudo, os RNAs
que nao funcionam como o mRNA, no papel fulcral da sintese proteica, compreendem uma
classe diversa de moléculas que sdao comumente designados como RNAs nao-codificantes
(ncRNAs) [22].

Atualmente, os ncRNAs dividem-se em duas classes principais: pequenos RNAs nao-
codificantes e longos RNAs nao-codificantes (IncRNAs). Estas biomoléculas sdao conhecidas ha
bastante tempo, mas a sua importancia nao foi valorizada inteiramente até recentes

pesquisas do genoma [22].

2.1 Pequenos RNAs nao-codificantes

Os pequenos RNAs nao-codificantes tém capacidade regulatdria em diversas vias celulares, e o
seu tamanho varia geralmente entre 20 e 300 nucledtidos [23]. Estes podem ser divididos em
pequenos RNAs endogenos de interferéncia (RNAi), pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs),
entres outros. O RNA de interferéncia tem um mecanismo natural de regulacdo da expressao
de genes, resultante do silenciamento péds-transcricional de RNA, desencadeado
principalmente por percursores de RNA de cadeia dupla (dsRNA) que variam no seu tamanho e
origem [24].

A biogénese dos pequenos ncRNAs inicia-se com a clivagem do RNA de cadeia dupla em
cadeias simples e mais pequenas. Para a sintese de pequenos ncRNAs é fundamental a acao
de duas enzimas para o seu processamento: a Drosha que reconhece e cliva as extremidades
de pequenas estruturas de RNA em forma de “hairpin” ainda no nicleo da célula e a Dicer
que cliva as regides em Stem-loop, resultando em pequenos ncRNAs “maduros” [25]. Este
processo esta diretamente interligado com as proteinas da familia argonauta (AGO), que
promovem o reconhecimento destas pequenas sequéncias pelo complexo enzimatico “RNA-
Induced Silencing Complex” (RISC), que desta forma vai atuar na regulacao da expressao
génica, como por exemplo, a degradacgao do transcrito ou a repressao da traducao [26].

A sintese dos diferentes RNAs da classe dos pequenos ncRNAs distingue-se também pelo
processo estar associado ou ndo a enzima Dicer, dai serem classificados como dependentes da
enzima Dicer, tais como o microRNA (miRNA) ou independentes desta enzima como é o caso
dos PIWI RNAs (piRNAs) [24] .

A tabela 1 apresenta resumidamente os diferentes tipos de pequenos ncRNAs existentes,

assim como as suas principais caracteristicas e funcoes.



Tabela 1 - Pequenos RNAs ndo-codificantes, respetivas caracteristicas e envolvimento em mecanismos
celulares (adaptado de [24]).

Classe Abreviatura Caracteristicas Mecanismos celulares
18-25 nucledtidos;
Representam 1-2% do genoma
humano; Regulacao da proliferacao,
MicroRNAs miRNAs Controlam 50% dos genes diferenciacdo e apoptose;
codificantes; Regulacao do mRNA.
Dependem das enzimas Dicer e Drosha
para a sua biogénese.
19-23 nucledtidos; silenciamento pos-
. trascripcional de genes
Formam-se a partir do processamento através do mecanismo de
Pequenos RNAs SiRNAs da Dicer; x .
de interferéncia Conduzem a degradacao especifica da degradacao R]S_C,
P > Defesa contra acidos
sequéncia de mRNA alvo. : L
nucleicos patogénicos.
26-30 nucleotidos;
Ligam-se as proteinas Piwi; . ,
. 7 Envolvidos em células
Independentes da enzima Dicer; erminativas e
Piwi RNAs PiRNAs Restringidos principalmente as células germ
L2 fe silenciamento de
germinativas e somaticas que fazem -
. X retrotransposoes.
fronteira com o germline.
60-300 nucleotidos; Funcao importante na
Pequenos RNAs Enriquecjdos no nycléolo; nlaturagéq de outros RNAs
Cortam intrées do pré-miRNA em nao condificantes (rRNAs e
nucleolares snoRNAs . X
vertebrados; snRNAs);
Ligam proteinas snoRNP. Regulacao do mRNA.
20-200 nucledtidos; Envolvidos na rsgulagao da
“« Coincidem com os locais de inicio da transcricao de genes
Promoter- o~ p ~ codificantes, através de
. PASRs transcricao de proteinas e genes nao
associated small o complexos de
codificantes. . .
RNAs” silenciamento
epigenéticos.
-18 nucledtidos; Envolvidos na regulacao da
“« - Mostram padroes de conservacao transcricao de genes
Transcription - s K codificantes, atraves de
e . ' tiRNAs posicional;
initiation RNAs . ; complexos de
Localizados preferencialmente nos . .
. silenciamento
promotores ricos em GC. ; s
epigenéticos.
“Centromere " Envolvidos no
repeat associated ) 34-42 nucleotidos; recrutamento da
. . crasiRNAs Processados a partir de longos .
small interacting dsRNAs heterocromatina e/ou
RNAs” ’ proteinas centroméricas.
~24 nucledtidos;
W Independentes da enzima Dicer na sua A relacao entre tel-sRNAs e
Telomere- biogénese; a doenca ainda nao foi
specific small tel-sRNAs  Conservados evolutivamente desde os descoberto;
RNAs" protozoarios até aos mamiferos; Regulacao epigenética.
Nao foram descritos em humanos até
agora.
Possivel ligacao com o
silenciamento pos-
N&ao tém tamanho definido; transcricional de genes;
Pyknons _ Formato em mosaico em regides nao Envolvidos principalmente

traduzidas e codificantes.

na comunicacao celular,
regulacao da transcricao,
sinalizacao e transporte.




2.2 Longos RNAs nao-codificantes (IncRNAs)

Os IncRNAs sdao um grupo heterogéneo de transcritos ndo-codificantes com mais de 200

nucleétidos que se encontram envolvidos em multiplas funcdes bioldgicas, tais como, a

regulacdo epigenética, apoptose, regulacdo/controlo do ciclo celular, “splicing” e no

desenvolvimento e diferenciacao celular [27,28]. Muitos dos [ncRNAs identificados sao

principalmente transcritos pela RNA polimerase Il (RNAPII), e geralmente contém sinais de

poliadenilacdo [24]. Uma das suas caracteristicas € a capacidade em captar outras moléculas,

como é o caso do microRNA e proteinas [29].

A tabela 2 apresenta, de uma maneira geral, os diferentes tipos de InRNAs, abordando as

principais funcdes e caracteristicas.

Tabela 2 - Tipos de IncRNAs, respetivas caracteristicas e envolvimento em mecanismos celulares

(adaptado de [24]).

Classe

Abreviatura

Caracteristicas

Mecanismos celulares

Longos RNAs nao-
codificantes
intergénicos

lincRNAs

Podem ir desde centenas a
dezenas de milhares de

nucledtidos e encontrarem-

se em intervalos
gendmicos.

Envolvidos na tumorigénese e
metastase do cancro e em
diversos processos bioldgicos.

Longos RNAs nao-
codificantes
introes

Podem ser encontrados
dentro dos introes:
evolutivamente
conservados.

Encontram-se expressos em
cancros.

ncRNAs associados

, TERRAs
a telémeros

100 pb até 9 kb;
Conservados entre
eucariotas;
Sintetizados a partir de
cadeias ricas em C;
Poliadenilado;
Podem formar estruturas
G-quadruplex
intermolecular com DNA
telomérico de cadeia
simples.

Possivel impacto em doencas
associadas a telomeros,
incluindo varios tipos de

cancros;
Regulacao negativa do tamanho
dos telémeros pela acdo da
inibicao da telomerase.

Longos RNAs nao-
codificantes com
dupla funcao

Tém a capacidade de
promover a codificacao de
proteinas como de
desempenhar funcées
regulatorias.

A sua desregulacao tem sido
descrita no cancro da mama e
do ovario;

Tém a funcao de modular a
expressao do gene através de
diversos mecanismos.

RNAs
pseudogeneses -

Tém a capacidade de fazer
copias de genes que
perderam a capacidade de
codificar proteinas.

Frequentemente desregulados
durante a tumorigénese e a
progressao do cancro:
tém como funcao a regulacao do
tumor pela ajuda dos
microRNAs, agindo como
supressores oncogénico.

Regides de
transcritos

ultraconservados T-UCRs

Tém mais que 200 pb;
Altamente conservados em
humanos e ratos;
Localizados em regides
intra e intergénicas.

A sua expressao € alterada em
alguns tipos de cancro;
Possivel envolvimento na
tumorigénese e podem ser
inibidores anti-sense de genes
que codificam proteinas ou
outros ncRNAs.




3. Estratégias de isolamento e purificacao do RNA

A crescente consciéncia de que o RNA é uma das moléculas centrais em diversos processos
celulares, revela também a sua potencial aplicabilidade a nivel terapéutico, dai ser
extremamente relevante garantir a sua integridade, pureza e estabilidade [2,30].

Como o RNA emerge numa nova classe de produtos bioterapéuticos, a sua producao deve ser
realizada segundo as atuais boas praticas de fabrico (cGMP), sendo essencial que o bioproduto
cumpra os requisitos estabelecidos pelas autoridades reguladoras, tais como a “Food and Drug
Administration” (FDA), a Agéncia Europeia de Medicina (EMA) e a Organizacao Mundial de
Saude (OMS) [10].

Portanto é essencial o desenvolvimento e a otimizacdao dos métodos de isolamento e de
purificacio do RNA por forma a garantir a sua qualidade, explorando processos
biotecnolégicos eficientes, rapidos e economicamente viaveis. Este processo engloba varias

etapas, que podem seguir o esquema da figura 7.

%[ Lise celular ] 3| Concentragao H Lavagem }ﬁ[ Solubilizagdo ]

Purificacao <
R. sulfidophilum

E. coli

(Fermentacéo) ~

RNA recombinante

J

RNA
Purificado

Figura 7 - Imagem representativa do processo biotecnolédgico para a preparacao de RNA em larga escala
(adaptado de [10]).
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0 isolamento do RNA é um processo bastante sensivel e critico. Esta molécula caracteriza-se
por ser bastante instavel e ter um tempo de vida muito curto, o que se deve a presenca
ubiqua de enzimas capazes de degradar o RNA (RNAses) [31]. Para superar esta problematica,
o desenvolvimento de novas ferramentas que permitem o isolamento do RNA biologicamente
e quimicamente ativo, é de particular importancia [30].

Atualmente, a metodologia mais utilizada para a extracao de RNA de diversas fontes (células
e tecidos humanos) é o método de extracdo baseado na combinacdo de agentes
desnaturantes, em particular, o tiocianato de guanidina, fenol e cloroférmio que ja se
encontra descrito na literatura desde 1987 por Chomczynski e Sacchi [32]. Este método
simplificou o isolamento do RNA, uma vez que conjuga todos os passos de extracao num
Unico, reduzindo assim o tempo e o tamanho da amostra necessaria, aumentando
consequentemente o rendimento e minimizando a perda de RNA [2]. Porém, este
procedimento tem algumas limitacdes devido a utilizacdo de produtos toxicos e de ser
exclusivamente dependente do operador [30].

Todavia, existem outros métodos para o isolamento do RNA, tais como, a extracao com base
numa matriz de silica em fase solida (SPE), eletroforese em gel de poliacrilamida e
precipitacdo com Cloreto de litio (LiCl) [10].

Atualmente, existem diversos kits comerciais (Qiagen (Dusseldorf, Alemanha), Ambion
(Austin, TX, EUA) e Promega (Madison, WI, EUA)) que permitem um isolamento seguro,
facilitado e com maior rendimento em termos de qualidade e quantidade de RNA [33]. A
maioria dos kits existentes usa a tecnologia de extracao a base de uma matriz de SPE, ou uma
extracao com base numa tecnologia de granulos magnéticos em que os RNAs de baixo peso
molecular sdo separados a partir do RNA total pela sua capacidade em se ligarem aos granulos
magnéticos [25,34].

A tabela 3 resume os principios, as vantagens e as desvantagens das varias técnicas de

isolamento para o RNA.
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Tabela 3 - Técnicas de isolamento utilizadas na preparacao de RNA (adaptado de [10]).

Método Principio Vantagens Desvantagens
Uso de agentes caotropicos que P
: s . . P q Exigéncia de
ajudam na lise das células e na dut o
Tiocianato de inativacdo das RNases. Barato, Procutos quirmicos

altamente toxicos,

idina- O DNA e as proteinas sdo removidas rotecdo reforcada
guanidina Ap . ~ P ; ’ processo demorado e
na fase organica durante a extracao contra RNases,
fenol- . dependente do
com bons rendimentos e operador
cloroférmio fenol/cloroformio. pureza. P g
. . . . x inibicao da atividade
O RNA é precipitado pela adicao de ’ .
. da enzima.
isopropanol.
Baixa capacidade de
Uso de agentes caotropicos que purificacao com base
ajudam na lise das células e na Rapido, em mecanismos de
inativacao das RNases. nao requer o uso de  adsorcao/dessorcao
Purificacdo O RNA e o DNA que s&o polianionicos  solventes organicos sobre superficies
com silica ligam-se as particulas de silica. ou precipitacao solidas.
O DNA é digerido com DNase. com alcool, Nao descrimina
Os contaminantes sao removidos na passivel de entre RNA ou DNA,
etapa de lavagem e o RNA é eluido automacao. requer tratamento

com baixa forca idnica.

com
DNases.

Eletroforese

de acrilamida

Separa moléculas com base nas suas
cargas hidrodinamicas e
propriedades elétricas.

Produto altamente

Processo demorado,
introduz
contaminantes,

O RNA de interesse é eluido a partir purificado. utiliza condicoes
(PAGE) :
da matriz de gel, concentrada e desnaturantes,
equilibrada em tampao. baixos rendimentos.
Separacao seletiva de sequéncias de
RNA RNA - Precipitaco
TR S BT sopacioqe e
P - L Pequenos e longos 5 o
o Elevada concentracao de LiCl & Introducao de litio
Precipitacdo .. X T . RNAs, .
adicionado as preparacoes impuras 20 d metalico nas
com Cloreto de RNA, seguindo-se uma incubacédo rf::p;raR(i:\lEZ ae preparacoes,
a -20°C durante varias horas ou g uso de

de Litio (LiCl)

“overnight”.
Os precipitados ou sobrenadantes
sao recuperados de acordo com o
tipo de RNA necessario.

partir de impurezas
na sintese de
transcricao in vitro.

fenol/cloroformio
para melhorar o
isolamento,
processo demorado.
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3.1 Purificacdao da molécula de RNA

A etapa de purificacdo da molécula de RNA é de extrema relevancia no decorrer de todo o
processo para a obtencdo de uma molécula pura, estavel, intacta e livre de contaminantes
(DNA gendmico, proteinas e solventes organicos), que podem afetar a sua aplicacao a nivel
terapéutico [31]. A cromatografia € sem ddvida um dos métodos mais diversos e robustos na
area da biotecnologia, quer a nivel analitico quer preparativo [35].

Para a purificaciko de moléculas de RNA tém sido exploradas diversas técnicas
cromatograficas, tais como, cromatografia de exclusdo molecular (tamanho), cromatografia
de troca ibnica (carga), cromatografia de afinidade baseada em tags e a cromatografia de
interacdo hidrofobica (hidrofobicidade). No entanto, estes métodos trazem algumas
limitacoes ao passo de purificacdo devido ao uso de enzimas e modificacées estruturais da
molécula de RNA, por exemplo pela introducdo de sequéncias tag, que podem afetar a
topologia global do RNA [31].

Atualmente, tem sido muito explorada a cromatografia de afinidade com aminoacidos para a
purificacdo dos acidos nucleicos, sendo uma técnica que tem por base o bioreconhecimento

especifico entre o ligando e a biomolécula alvo [36,37].

3.1.1 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusao molecular tem como principio basico a separacao de diferentes
biomoléculas em funcdo do seu tamanho molecular [38]. A aplicacdo deste principio
cromatografico, em acidos nucleicos é facilitada pelo simples facto de as macromoléculas,
como é o caso do gDNA e o DNA plasmidico (pDNA), eluirem perto do limite de exclusdo da
matriz, e as moléculas de baixo peso molecular, como o RNA, mostrarem uma maior
retardacao [39]. Esta técnica € ideal para as etapas de polimento final na purificacdo, pois

permite remover contaminantes residuais pela troca sucessiva de tampodes [11].

3.1.2 Cromatografia de troca idnica

A cromatografia de troca idnica promove a separacdo baseando-se na interacado reversivel
entre uma biomolécula carregada e uma matriz cromatografica com carga oposta. No caso da
cromatografia de troca anionica, os ligandos carregados positivamente acoplados a matriz
polimérica, tais como aminas quaternarias, promovem fortes ligacdes com as moléculas alvo
carregadas negativamente [40]. Em particular, a purificacdo do RNA através deste método
cromatografico explora a sua natureza polianidnica, que permite a interacdo com os ligandos
imobilizados e carregados positivamente [39]. A retencdo dos acidos nucleicos é diretamente
proporcional a densidade de carga e também devido a sequéncia e conformacao dos acidos
nucleicos [11]. A troca anionica continua a ser a técnica cromatografica mais usual para a

purificacdo de acidos nucleicos, pois oferece a vantagem de uma separacao rapida [39].

13



3.1.3 Cromatografia de intera¢ao hidrofébica

0 método cromatografico de interacdo hidrofobica tem por base a separacdo de diferentes
biomoléculas presentes numa amostra, a partir de interacoes reversiveis que se formam entre
ligandos imobilizados com grupos hidrofébicos e as regides apolares das biomoléculas de
interesse. Neste método cromatografico, a interacao das biomoléculas ocorre com elevadas
concentracdes de sal [39]. A ligacdo dos acidos nucleicos neste processo cromatografico é
afetada principalmente pelo seu tamanho, composicdo das bases e estrutura das biomoléculas
[40]. No entanto, outros parametros podem afetar a retencao e a seletividade da biomolécula
alvo como é o caso, da temperatura e do pH [41].

A exigéncia de elevadas concentracdes de sal é uma das limitacoes deste método,
nomeadamente quando aplicado a nivel industrial, pois o uso de sal em grandes quantidades
acarreta custos elevados e provoca um impacto ambiental significativo [40]. A eluicao da
biomolécula de interesse é conseguida pela diminuicdo da concentracao de sal na fase mavel,
ou seja, a diminuicdo da forca idnica leva ao enfraquecimento das interacdes hidrofobicas

entre a matriz cromatografica e a biomolécula alvo [42].

3.1.4 Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade € um dos tipos mais versateis e adaptaveis de cromatografia
liqguida, uma vez que é a Unica técnica que utiliza um agente de ligacdo especifico para
purificar biomoléculas com base na sua funcao bioldgica ou estrutura quimica [39]. O uso
desta metodologia tornou-se Gtil no desenvolvimento de produtos de interesse terapéutico
devido a propriedade Unica de simular e se basear em processos biologicos, tais como, o
reconhecimento molecular entre acidos nucleicos e proteinas, que aqui se reflete na
purificacdo seletiva da biomolécula alvo [10]. A principal vantagem deste principio
cromatografico esta associada a sua capacidade de estabelecer diferentes tipos de
interacdes, tais como, interacdes eletrostaticas, interacoes hidrofdbicas, forcas de van der
Waals ou pontes de hidrogénio, que conduzem ao bioreconhecimento especifico da
biomolécula pelo seu ligando. Assim, a biomolécula de interesse é separada de uma amostra
complexa, aumentado o seu grau de pureza e de recuperacao [10]. Outras vantagens da
cromatografia de afinidade consistem na eliminacdo de passos adicionais, no aumento do
rendimento do processo e no facto de ser economicamente mais rentavel. Todavia, também
apresenta algumas limitagbes, nomeadamente no que diz respeito a origem biologica dos
ligandos, que tendem a ser frageis e com baixas capacidades de ligacao [40].

Atualmente, tém sido desenvolvidas novas estratégias de afinidade para a purificacdo da
molécula de RNA, nomeadamente a cromatografia de afinidade por “emparelhamento” das
bases, afinidade baseada em tags e interacdo aminoacido-RNA, como a tabela 4 apresenta

resumidamente.
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Tabela 4 - Métodos de cromatografia de afinidade para a purificacao de RNA (adaptado de [10]).

Tipo de afinidade

Principio

Vantagens

Desvantagens

“Emparelhamento

” das bases

Caudas poli (A) presentes
em moléculas de mRNA
que interagem
especificamente com o

oligo (dT) imobilizado.

Alto rendimento de mRNA,

qualidade cGMP (boas
praticas de producao).
Pode ser usado sem
isolamento intermédio de
RNA total.

Nao faz o isolamento
de nenhum mRNA

poliadenilado.

Afinidade baseada

em tags

O RNA de interesse é
marcado com sequéncias
de oligoribonucledtidos
modificadas (aptameros)
que se ligam fortemente
a resinas de sephadex e

estreptavidina.

Permite o isolamento de
RNA a partir de células de
lisados.

Metodologias sélidas
usando tags de afinidade
com base em interacoes
bioldgicas inerentes.
Marcadores de afinidade.
Rendimentos elevados
devido a selecao

especifica das tags que

possuem afinidade elevada

para as resinas.

S&ao necessarias
etapas de purificacao
sequenciais para uma
recuperacao elevada,
Uso de condicoes
desnaturantes na
recuperacao,

Varios problemas na
insercao da marcacao
de afinidade no RNA.

Aminoacidos - RNA

Termofila Tetrahymena
M4 imobilizada numa
matriz ou numa coluna
de afinidade comercial
de Ni?* que vai
reconhecer
especificamente as
marcas de afinidade
incorporadas na
molécula de RNA de
interesse.

Varias interacoes
ocorrem entre os
aminoacidos de histidina
e arginina imobilizados e

a molécula de RNA.

Alternativa eficaz para a
purificacao preparativa
por PAGE de RNA,
preparado por transcricao
in vitro, Metodologias
solidas usando tags de
afinidade com base em
interacdes biologicas
inerentes.

Altos rendimentos de

recuperacao.

Exigéncia de elevadas
concentracoes de sal
(para matrizes com o
aminoacido de
histidina

imobilizado).
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3.1.4.1 Cromatografia de afinidade com aminoacidos

imobilizados

O principio cromatografico de afinidade com aminoacidos imobilizados tem sido estudado
como uma boa alternativa aos métodos classicos. Este método cromatografico tem por base
as interacdes naturais que ocorrem entre os aminoacidos e os acidos nucleicos num ambiente
celular, explorando assim os processos biologicos [36,37].

O processo de purificacdo ocorre através das ligacoes bioespecificas dos aminoacidos que
reconhecem especificamente as biomoléculas alvo, por meio de interacdes reversiveis, isto é,
interacdes electroestaticas, interacdes hidrofobicas, forcas de van der Waals e pontes de
hidrogénio [37].

Os aminoacidos basicos (carregados positivamente) sdo usualmente mais utilizados nesta
metodologia, tendo sido ja usados como ligandos a histidina, arginina e lisina, como mostra a
tabela 5. Em estudos recentes, foi usado o aminoacido de arginina como um ligando
especifico para o desenvolvimento de um processo de purificacdo da molécula de RNA (figura
8), que demonstrou ser capaz de isolar e manter o RNA puro, intacto e com a qualidade
adequada [35].
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Figura 8 - Imagem representativa da interacdo das moléculas de RNA com a matriz de
agarose-arginina (Arg). Dependendo da conformacao do RNA a arginina tanto faz ligacao
com os grupos fosfato do RNA como com as suas bases (adaptado de [35]).

Outros estudos que envolvem a utilizacdo destes aminoacidos demonstraram que a histidina
promove uma interacado mais forte com a molécula de RNA, o que pode estar correlacionado
com a sua estrutura de cadeia simples que favorece a exposicao e o maior acesso as bases do
nucledtido [43].
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A tabela seguinte apresenta uma caracterizacao dos diferentes ligandos, referindo as suas
condicdes gerais de interacao, a afinidade relativa de ligacdo com diferentes biomoléculas e a

aplicacao geral desses ligandos.

Tabela 5 - Caracterizacado das interacoes entre aminoacidos basicos e acidos nucleicos na cromatografia
de afinidade (adaptado de [43]).

i Condicgdes de interacao
Ligando - aminoacido lobal Interacao relativa Aplicacao geral
globa

B Isolamento das
Elevadas concentracoes

RNA - pDNA sc- gDNA - isoformas de pDNA
oc pDNA e purificacao de

pDNA sc de lisado.

Histidina de sal para promover a
retencao dos acidos

nucleicos.

, . . Isolamento das
Os acidos nucleicos

sC pDNA - RNA - gDNA _ isoformas de pDNA
oc pDNA e purificacao de

pDNA sc de lisado.

Arginina interagem e ligam-se a
matriz com baixas

concentracoes de sal.

Os acidos nucleicos
PDNA sc - pDNA oc Isolamento das

Lisina interagem e ligam-se a )
isoformas de pDNA.

matriz com baixas

concentracoes de sal.

3.2 Purificagcao com Monolitos

Presentemente, a cromatografia usando suportes monoliticos é vista por diversos grupos de
investigacdo como um método de purificacdo vantajoso, inovador e bastante promissor, que
passa pela utilizacdo de novos suportes cromatograficos que apresentam caracteristicas
estruturais especificas, o que os torna numa excelente solucdo para a purificacao de diversas
biomoléculas de grandes dimensées [44,45].

Os monolitos sdo considerados uma nova classe de fases estacionarias, completamente
diferentes quando comparadas com as fases estacionarias convencionais (de
empacotamento), sendo deste modo, considerados a “quarta geracdo” dos suportes
cromatograficos [46,47].

Uma caracteristica importante dos monolitos é a elevada transferéncia de massa, conseguida
através da sua estrutura tridimensional de canais porosos e interconectados, que vai permitir
assim uma elevada capacidade de ligacdo para biomoléculas de maiores dimensdes, devido a

sua elevada area de superficie [47,48].
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Além disso, outras vantagens estdao associadas ao facto de os ensaios cromatograficos
decorrem em condicdes de pressao mais baixas, o tempo de ensaio € mais reduzido e ndo ha

necessidade de desempacotamento no caso de surgirem bolhas de ar no seu interior.

4. Importancia da estabilidade da molécula de RNA

Como referido, nos ultimos anos a investigacdao em torno da molécula de RNA tem conduzido
a importantes descobertas bioldgicas e motivado o desenvolvimento de novas tecnologias
terapéuticas com base na avaliacdo e/ou aplicacdo de RNA [10].

Para ser considerada a sua aplicacdo como um produto terapéutico, o RNA deve apresentar
um grau de pureza de aproximadamente 99% (exigidas pela agéncias reguladoras, como a
FDA) e de estar intacta, de forma a garantir a atividade bioldgica. No entanto, o seu
isolamento e purificacdo sao passos criticos devido a possibilidade de degradacdao do RNA
associada a sua manipulacdo, limitando o sucesso da aplicacdo do RNA em investigacoes
subsequentes [10].

Portanto, manter a estabilidade desta molécula a nivel estrutural é bastante importante, de
forma a preservar a sua atividade bioldgica. A estabilizacdo da molécula de RNA e de todas as
outras macromoléculas (como proteinas e DNA) é altamente desejavel, para um posterior
armazenamento da molécula na sua conformacao nativa [49].

Atualmente, tém sido desenvolvidos estudos em torno de diferentes classes de
aditivos/excipientes, como é o caso dos sais, aminoacidos e aclicares de forma a manter a
estabilidade da molécula. No entanto, ja se encontram descritos na literatura diversos

estudos de estabilidade da molécula de RNA recorrendo a ides metalicos [50].

4.1 l6es metalicos e estabilidade dos acidos nucleicos

A integridade estrutural e a atividade bioldgica dos acidos nucleicos podem estar
dependentes da interacdo estabelecida com agentes do meio/solucao, sendo atribuido um
papel crucial as interacdes electroestaticas. A repulsao electroestatica ocorre entre os grupos
anionicos dos fosfatos que se encontram estritamente empacotados na estrutura dos acidos
nucleicos, levando a abertura da estrutura como consequéncia desta repulsdo [51].

Diversos estudos ja desenvolvidos conseguiram demostrar a importante contribuicao dos ibes
metalicos para a estabilidade estrutural dos acidos nucleicos, nomeadamente os catides
monovalentes (como o potassio e o sodio) e os ides divalentes (como o magnésio), que
revelaram ser essenciais na estabilidade de grandes moléculas de RNA (figura 9), formando
estruturas complexas e compactas [52]. Estes catioes sao fundamentais para neutralizar as
cargas negativas sobre as cadeias principais reduzindo as interacdes repulsivas de Coulomb
entre os grupos fosfato [53].

Embora os catides divalentes estejam presentes em concentracées mais baixas in vivo sao
particularmente importantes para esta funcao, uma vez que interagem mais fortemente com

a carga negativa dos acidos nucleicos [51]. As propriedades idnicas, tais como a concentracao

18



ionica, a carga e o tamanho do ido, sdo extremamente relevantes para a estabilizacdo da
molécula, dai o magnésio (Mg?*) ser particularmente apropriado para neutralizar a carga dos
fosfatos do RNA, pois revela ser o catiao divalente mais abundante intracelularmente e possui

a maior densidade de carga de todos os ides biologicamente disponiveis [52,53].

(A) (B)

Figura 9 - Imagem representativa das regides de fortes ligacoes em torno da dsRNA (A) e ssRNA (B). As
esferas a vermelho representam os grupos fosfato e os pontos verdes representam os pontos sobre os
limites das regides fortemente ligadas. RNA numa solucdo de 10 mM de cloreto de magnésio (MgCl,)
(adaptado de [50]).

4.2 Estabilidade da molécula de RNA por adicao de diferentes

classes de aditivos

As biomoléculas sao extremamente instaveis sob diversas condicdes (como temperatura e pH),
necessitando de excipientes adequados para as estabilizar e prevenir a desnaturacao. A
determinacdo das formulacdes para biomoléculas tem sido até aos dias de hoje um principio
empirico, utilizando os conhecimentos ja existentes e transferi-los para a aplicagdo em novas
moléculas, como é o caso do RNA. Na formulacdo de biomoléculas terapéuticas, € relevante o
estudo do tipo e da concentracao de excipiente, por forma a melhorar a formulacao,
estabilizando a natureza da molécula em estudo ou suprimindo os estados de desnaturagao e
agregacao [54].

Assim, uma diversidade de excipientes pode ser introduzida em diversas formulacées, com o
objetivo de aumentar a estabilidade da macromolécula durante o seu processo de producao,
manuseamento, biodisponibilidade e entrega celular [55]. A tabela 6 descreve resumidamente
as classes de excipientes mais utilizados para a estabilizacdo de macromoléculas com fim

terapéutico.
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Tabela 6 - Aditivos comumente utilizados para a estabilizacao de macromoléculas (adaptado de
[55,59]).

Classe de aditivos Exemplos

Arginina, histidina, prolina, glicina,

Aminoacidos alanina, lisina, metionina, acido aspartico e acido glutamico.
, Trealose, sacarose, sorbitol, maltose, frutose, lactose e
Aclcares
glucose.
Sais Sulfato de sodio, sulfato de amonio, sulfato de magnésio,
acetato de sodio, lactato de Sodio, sucinato de sodio e fosfato
de potassio.
Surfactantes Poloxamer 407 e 188, polisorbato 80 e 20, Octoxinol-9,
polioxietileno-23 e 20, alcool lauryl e sulfato de sodio lauryl.
Poliois Ciclodextrinas, manitol, sorbitol, glicerol, xilitol e inositol.
Antioxidantes Acido ascoérbico e glutationa.
Polimeros Polietileno glicol, dextran e polivinilpirrolidone.
Agentes quelantes EDTA, TRIS, inositol e hexafosfato.

Em suma, o presente estudo focou-se essencialmente nas trés classes mais importantes de

aditivos, nomeadamente sais, aminoacidos e acUcares.

4.2.1 Sais

O efeito dos sais na estabilidade de diversas biomoléculas pode ser dificil de avaliar, em
grande parte devido as interacbes ionicas complexas que ocorrem entre as superficies
totalmente expostas das biomoléculas (como proteinas e acidos nucleicos), que podem ser
interacoes de natureza especifica ou nao-especifica [55,56].

Os sais podem assim, estabilizar, desestabilizar, ou nao terem qualquer efeito sobre a
estabilidade da biomolécula em si, dependendo diretamente do tipo e da concentracao do sal
usado como aditivo e da natureza das interacdes ionicas [56].

Dependendo do tipo de interacao, um sal pode aumentar a estabilidade térmica, aumentar a
solubilidade e reduzir a extensao de agregacédo, no entanto, as biomoléculas, nomeadamente
as proteinas, podem também desnaturar na presenca de elevadas concentracées de sal [55].

Todavia, o aumento da estabilidade das proteinas deve-se ao aumento da tensdo superficial e
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do potencial quimico do sistema promovido pelo sal, porém em estado liofilizado a
estabilidade é reduzida devido a cristalizacao dos sais [49].

Em baixas concentracoes, os sais afetam as interacdes electroestaticas e enfraquecem as
repulsoes ionicas, logo este efeito pode ser de estabilizacdo quando existem principalmente
interacdes repulsivas, ou de desestabilizacao quando ha estabilidade entre as biomoléculas e
o sal [56].

Como ja foi mencionado anteriormente, estes excipientes promovem a estabilidade da
estrutura nativa dependendo da concentracao usada, neste caso, as concentracoes podem ir
desde 0,1 M até concentracdes superiores a 1 M [49].

Um dos sais usados neste estudo de estabilidade da molécula de RNA foi o EDTA, que pode
igualmente ser considerado como um agente quelante, promovendo a estabilizacao das
biomoléculas e protegendo-as da oxidacao por metais ou fotolise [57].

Assim, inicialmente para este estudo foram usados trés sais diferentes (EDTA, citrato de sodio
e acetato de sodio), com trés concentracoes diferentes (1 mM, 25 mM e 100 mM), de forma a
avaliar a estabilidade do RNA continuamente sob diferentes condicoes de temperatura. A

tabela 7 sintetiza as principais vantagens e limitacoes destes aditivos.

Tabela 7 - Principais vantagens e limitacoes da utilizacao de sais como excipientes (adaptado de [58]).

Sais Vantagens Limitacées
EDTA, cloreto de - Agentes tonificantes; - Dependentes da concentracao;
sodio, sulfato de sodio - Estabilizacao ou efeitos - Podem causar oxidacao;
e cloreto de potassio  desestabilizadores sobre proteinas, - Podem ser corrosivos para
especialmente com anides. superficies metalicas.

4.2.2 Aminoacidos

Hoje em dia, os aminoacidos sdo amplamente utilizados em aplicacoes biotecnolédgicas. Uma
vez que os aminoacidos sdo compostos naturais, estes podem ser usados com alguma
seguranca em aplicacdes farmacéuticas, por exemplo, como excipientes para formulacbes de
diversas biomoléculas e como aditivos num dado solvente para a etapa de purificacao. Além
de serem Uteis para um aumento da pressdo osmotica intracelularmente, os aminoacidos sdo
muito usados com o objetivo de aumentar e melhorar a estabilidade das biomoléculas, apds a
etapa de isolamento [59].

Recentemente, esta classe de aditivos, em particular o acido aspartico, o acido glutamico, a
glicina, arginina e lisina, tem sido aplicada a uma grande variedade de produtos
farmacéuticos, para reduzir/evitar o estado de agregacao. Além disso, os aminoacidos foram
estudados para serem Uteis como agentes quelantes (formacdo de complexos), reduzirem a

adsorcao superficial e para aumentarem a estabilidade térmica das proteinas [55].
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Adicionalmente, foi também possivel comprovar em estudos recentes que determinadas
degradacdes quimicas que ocorrem em proteinas, podem ser reduzidas na presenca de certos
aminoacidos [56].

Os aminoacidos possuem assim a capacidade fulcral de estabilizar diversas biomoléculas por
uma variedade de mecanismos, incluindo hidratacdo preferencial, ligacdo espontanea com a
biomolécula, capacidade de tamponamento ou com propriedades antioxidantes (como a
metionina e a histidina) [56,59].

Os aminoacidos mais utilizados como estabilizadores incluem a histidina, arginina (altamente
eficaz na supressdo da agregacdo de proteinas) e a glicina. A histidina tem sido
extensivamente utilizada como um agente de tamponamento para proteinas, e como ja
mencionado, além de controlar o pH, pode igualmente desempenhar a funcdo de
antioxidante, eliminando os grupos radicais hidroxilo em solucao [49,59].

No presente estudo de estabilidade do RNA, os aminoacidos estudados foram, a histidina,
arginina e a prolina sob diferentes concentracdes (1 mM, 25 mM e 100 mM). A tabela 8

apresenta concisamente as principais vantagens e limitacoes destes aditivos.

Tabela 8 - Principais vantagens e limitacdes da utilizacdo dos aminoacidos como excipientes
(adaptado de [58]).

Aminoacidos Vantagens Limitacées

- Interacdes especificas com proteinas e
Histidina, arginina, prolina, acidos nucleicos;
glicina, lisina e metionina - Antioxidantes (His e Met);

- Agentes de tamponamento e tonificantes.

4.2.3 Acucares

Os aclcares sao frequentemente utilizados como estabilizadores de proteinas em formulacoes
liofilizadas e liquidas, que neste caso, vao recriar condicdes biologicas [56].

Em estudos recentes, foi possivel comprovar que os aclicares possuem a capacidade de
proteger as biomoléculas contra a desnaturacao e sao especialmente utilizados como agentes
crioprotectores [55].

Contudo, a presenca dos aclcares pode nao ser adequada para todas as condicdes, isto &, se
forem estabelecidas interacoes hidrofobicas entre a biomolécula e os acUcares, que
dependem da temperatura, estas interacdes serao privilegiadas para elevadas temperaturas,
0 que pode significar diminuicao significativa da atividade da biomolécula. Todavia, para uma
estabilidade 6tima a longo prazo, ja foram efetuados estudos com diversos dissacaridos, onde
foi comprovado que os mais indicados sao a trealose e a sacarose (liprotector) [55,59]. Por

outro lado, os alcoois de acucar, tais como o sorbitol, podem ser igualmente utilizados para a
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estabilizacdo de biomoléculas em solucdo ou em estado lioflizado. Porém o sorbitol nao é
adequado quando as condicoes de armazenamento requerem temperaturas negativas, devido
a formacao de cristais [58].

Como ja referido anteriormente, o efeito de estabilizacdo depende da concentracdo usada.
No caso especifico dos aclcares, uma concentracao de 0,3 M (ou 5%) tem sido sugerida como
a concentracdo minima para se conseguir uma estabilizacao significativa das biomoléculas.
Ainda assim, tem sido sugerida a concentracao de 1 M (ou 10%) de sacarose para proteger a
atividade de diversas biomoléculas durante o seu processo de isolamento [56].

De facto, alguns estudos demostraram que os aclcares presentes em concentracoes elevadas
durante a etapa de purificacao podem ser eficazes na preservacao da atividade das
biomoléculas [49].

Para o desenvolvimento do estudo da estabilidade da molécula de RNA, foi entdo usada a
trealose, a sacarose e também o sorbitol em diferentes concentracoes (295 mM e 590 mM). A

tabela 9 apresenta as vantagens e principais limitacdes destes aditivos.

Tabela 9 - Principais vantagens e limitacdes da utilizacdo dos aclcares como excipientes (adaptado de

(58]).

Acucares Vantagens Limitacées

- Os agucares redutores reagem com

-~ ) . as proteinas originando proteinas
- Estabilizadores de biomoléculas o
L o glicosiladas;
Trealose, sacarose e  em estado liquido e liofilizado; . B
] . - AcUcares nao redutores podem
sorbitol - Agentes tonificantes. o ,
hidrolisar formando acucares

redutores.

O presente estudo, ira contribuir para a determinacdo das melhores condicdes de
armazenamento (temperatura, concentracao de aditivo e tempo de armazenamento) do RNA,
por forma a garantir a sua atividade bioldgica, o que representa uma vantagem quando se

considera a aplicacao terapéutica da molécula.

4.3 Técnicas convencionais para a avaliacao da estrutura do
RNA

A espetroscopia eletronica abrange uma ampla gama de métodos, incluindo a espetroscopia
de fluorescéncia, dicroismo circular (DC) e UV/visivel, que permitem fazer uma avaliacdo da
estrutura das biomoléculas. Estas técnicas sdao ferramentas poderosas para o estudo das
interacdes das biomoléculas com os excipientes e fornecem principalmente informacoes
relativas ao efeito do ambiente circundante na biomolécula. A excecao notavel é que a
técnica de DC permite também fazer a caracterizacdo das estruturas secundarias das

biomoléculas, como é o caso da molécula de RNA [58].
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Porém, outra técnica baseada em espetroscopia vibracional é designada por Transformada de
Fourier (FTIR), e permite fazer também uma caracterizacédo (a nivel quimico) da estrutura das

biomoléculas [58].

4.3.1 Dicroismo Circular (DC)

Devido a necessidade de compreender os mecanismos bioldgicos, ha um crescente interesse
no conhecimento das biomoléculas, tornando-se extremamente relevante o estudo das suas
mudancas estruturais em diferentes condicées ambientais, para uma melhor compreensao da
sua funcao. Dai a técnica de DC ser cada vez mais valiosa e reconhecida para a analise da
estrutura de biomoléculas em solucao [60]. A espetroscopia DC fornece a informacao das
estruturas secundarias e terciarias de diversas biomoléculas, como é o caso da molécula de
RNA [58].

Esta técnica é caracterizada pela diferenca de absorcao de luz circularmente polarizada a
direita e a esquerda, fornecendo um espectro caracteristico da amostra em analise, sendo
que, a analise da estrutura de cada biomolécula devera ser realizada para um determinado
intervalo de comprimento de onda, onde a biomolécula apresenta o seu espectro,
correspondendo a sua elipticidade [61].

No caso particular da molécula de RNA o seu espectro padrao caracteristico apresenta uma
banda negativa a 215 nm e uma banda positiva a 265 nm (figura 10), o que permite fazer uma
avaliacao da estrutura ou das suas alteracdes conformacionais, pela analise comparativa com

0 espectro padrao [62].
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Figura 10 - Espectro padrao de RNA em H,0-DEPC. O espectro apresenta as bandas caracteristicas da
molécula de RNA, ou seja, banda negativa a 215 nm e positiva a 265 nm (adaptado de [62]).
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No entanto, para uma analise mais completa esta técnica pode ser entao combinada com a
tecnologia de FTIR [58].

Neste estudo, a técnica de DC foi utilizada com o objetivo de estudar a estrutura e alteracoes
conformacionais da molécula de RNA sob diferentes condicoes de armazenamento,
nomeadamente diferentes temperaturas e tempos de armazenamento, tipos de aditivos e

suas concentragées.

4.4 Estabilizacao do pre-miR-29 ap6s isolamento e purificacao
para posterior aplicacao terapéutica

Como ja citado anteriormente, diversos estudos realizados na Ultima década tém vindo a
revelar um interesse cada vez maior por sequéncias genomicas nao-codificantes, incluindo
varias classes de RNA nao-codificante, tais como os microRNAs (miRNAs) [63].

Os miRNAs constituem uma classe de pequenos RNAs, que funcionam como reguladores da
expressao génica através de um mecanismo intracelular altamente conservado, designado de
RNA de interferéncia (RNAi) [25].

Atualmente, o miRNA é considerado uma poderosa ferramenta, estando diretamente
envolvido na regulacdo de muitas funcdes bioldgicas. Assim, a compreensao do papel dos
miRNAs no processo celular é fundamental para o desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico ou de novos biofarmacos para o tratamento de diversas doencas, como € o caso
das doencas neurodegenerativas [36].

Varias caracteristicas patoldgicas da doenca de Alzheimer (DA) foram reconhecidas e
associadas a desregulacdo de muitos miRNAs, em especifico do miRNA-29a/b-1, que se
encontra diminuido em doentes de Alzheimer. Associado também a estes baixos niveis de
miRNA, foi detetada uma sobreexpressao da proteina B-secretase 1 (BACE 1) (figura 11) [37].
Em estudos recentes, in vitro, foi demonstrado que de facto, o miR-29 esta envolvido na
regulacao da expressao da enzima BACE 1, responsavel pela clivagem da proteina percursora
amiléide (APP), que promove a acumulacdo subsequente de placas B-amiléide no espaco
extracelular [36,64]. Assim, estes estudos levantam a possibilidade de usar o0 miR-29 como um
potencial alvo terapéutico para a terapia da DA. No entanto, para obter o pre-miR-29 como
um produto adequado para futuras aplicagdes terapéuticas, é necessario garantir além do seu
grau de pureza, a sua estabilidade e integridade [36].

No presente trabalho, serdo testadas as melhores condicées de estabilidade associadas a
utilizacao dos aditivos em estudo, de forma a avaliar também o aumento de estabilidade e de
atividade biolégica do pre-miR-29, fazendo um paralelismo com estudos de transfecao ja

iniciados pelo grupo de investigacao.
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Figura 11 - Fatores que afetam o processamento e clivagem da APP. (1) Em primeiro lugar, a enzima
B- secretase 1 (BACE 1) cliva a APP para criar o N-terminal. Dois fragmentos de APP sao produzidos:
C99 ligado a membrana e a sAPPB (cinzento) que é segregada. Em segundo lugar, o composto C99 é
clivado pela y- secretase (2) para gerar o C-terminal. O péptido B-amiloide (pUrpura) é entéo libertado
para o espaco extracelular. Um dominio C59 (preto) é também produzido neste processo (adaptado de

[65]).
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

1. Materiais
Para o crescimento em cultura da bactéria Rhodovulum sulfidophilum DSM 1374 (BCCM/LMG,

Bruxelas, Bélgica), utilizou-se extrato de levedura e triptona, adquiridos na Biokar (Beauvais,
Franca), NaCl da VWR (Randor, Pensilvania, EUA), K,PO, e CaCl,.2H,0 obtidos na Panreac
(Barcelona, Espanha), MgSO,4, KH,PO,4, FeS0,.7H,0 e glucose da Sigma-Aldrich (St Louis, Mo,
EUA), acido barico (H3;B0s) e Canamicina da Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA),e o
agar usado no meio sdlido foi comprado na Pronalab (Mérida, Yucatan). Para o crescimento
celular da bactéria Escherichia coli (Invitrogen) DH5a, foi usado extrato de levedura e
triptona, obtidos na Bioakar (Beauvais, Franca), glicerol, da VWR Prolabo (Franca), sais
(KH,PO4 e K,HPO,) e agar usado no meio sélido foram adquiridos na Pronalab (Mérida,
Yucatan). Os reagentes usados na extracao de RNA/lise celular, foram B-mercaptoetanol,
acetato de sodio e cloroformio da Merck (Darmstadt, Alemanha), isopropanol da Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, EUA), citrato de sddio, tiocianato de guanidina e sarcosyl da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, EUA), o fenol e o NaCl foram adquiridos na VWR (Randor,
Pensilvania, EUA). Todas as solucdes usadas na extracdo de RNA foram previamente
preparadas utilizando 0,05% de agua tratada com Pirocarbonato de dietilo (DEPC) da Fluka
(Sigma-Aldrich - St Louis, MO, EUA). Os ensaios cromatograficos foram efetuados a partir de
uma matriz de L-Metionina-agarose adquirida na Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, EUA) e uma
matriz de L-arginina-Sepharose 4B (Amersham Biosciences). Os sais sulfato de aménio e Tris
(hidroximetil) aminometano (Tris), utilizados como tampdes de eluicdo, foram obtidos da
Panreac (Barcelona, Espanha) e da Merck (Darmstadt, Alemanha), respetivamente. No estudo
da estabilidade do RNA total, foram usados como reagentes o EDTA (acido etilenodiamino
tetra acético) obtido da VWR (Randor, Pensilvania, EUA), citrato de sodio e acetato de sodio
da Merck (Darmstadt, Alemanha), L-histina, L-arginina, prolina, trealose e sorbitol, adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, EUA) e sacarose da Thermo Fischer Scientific Inc. (Waltham,
EUA), todas as solucdes foram preparadas com agua desionizada ultra pura, purificada com o
sistema Milli-Q da Milipore (Billerica, MA, EUA), tendo sido previamente autoclavada. Os
ensaios no Dicroismo Circular foram realizados com uma célula de quartzo retangular, com
um percurso o6tico de 1 mm (Hellma analysis, Alemanha). O material usado no decorrer de

todo o procedimento experimental, foi previamente autoclavado.
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2. Métodos

2.1 Condicbes de crescimento de R. sulfidophilum DSM 1374

O RNA de baixo peso molecular o pre-miR29b-1, usado neste estudo foi obtido de uma cultura
celular de R. sulfidophilum DSM 1374, que é uma bactéria fotossintética marinha, com
capacidade para produzir RNAs com um elevado rendimento [66],[67]. A bactéria foi
previamente transformada com o plasmideo pBHSR1-RM de 4065 pb (geneticamente
modificado com a sequéncia do pre-miR29b-1), por choque térmico. Para a selecdo das
bactérias transformadas com o plasmideo, foi feito o seu pré-cultivo em meio solido (5 g/L de
extrato de levedura, 10 g/L de glucose, 20 g/L de NaCl, 4,1 g/L de MgCl,, 10 g/L de
polipeptona e 15 g/L de agar suplementado com 1mg/L de ZnS0,.H,0, 10 mg/L MnO,S.4H,0,
10 mg/L FeS0,.7H,0 e 30 pg/mL de canamicina). Apds selecdo das bactérias transformadas o
crescimento celular efetuou-se a 30°C, sob agitacao a 250 rotacdes por minuto (rpm), em
condicdes aerobicas com auséncia de luz em 50 mL de meio de cultura (10 g/L de triptona,
500 mg/L de extrato de levedura, 1 g/L de KH,PO,4, 4 g/L de K,HPO,4, 30 g/L de NaCl, 10 g/L
de glucose suplementado com 1 g/L de (NH,),S04, 0,2 g/L de MgSO,, 0,05 g/L de CaCl,.2H,0 e
30 pg/mL de canamicina). O meio liquido foi suplementado com uma solucao de sais (5,56 g/L
de FeS0,.7H,0, 3,96 g/L de Cl,CuH40,, 5,62 g/L de C0S0,.7H,0, 0,34 g/L de CuCl,.2H,0, 0,58
g/L de ZnSO,.7H,0, 0,6 g/L de H3BO;, 0,04 g/L de NiCl,.6H,0 e 0,06 g/L de Na,M00,.2H,0,
dissolvidos em 0,5 M de HCl), considerando que para 100 mL de meio foram adicionados 100
HL de solucao de sais. O crescimento celular foi interrompido quando atingiu uma densidade
otica (DO) a 600 nm de aproximadamente 2,6. A fermentacao, de 100 mL de meio de cultura,
foi iniciada com uma DO de 0,2 através da transferéncia do volume adequado da pré-
fermentacdo. Apos 72 h de fermentacdo as células foram recuperadas por centrifugacao e

armazenadas a -20°C.

2.2 Condic¢oes de crescimento de E. coli DH5a

O RNA total (RNAt) foi obtido de uma cultura celular de E. coli DH5a. O crescimento celular
foi efetuado a 37°C, num agitador orbital a 250 rpm, utilizando como meio de crescimento o
Terrific Broth (TB) (20 g/L de triptona, 24 g/L de extrato de levedura, 4 mL/L de glicerol,
0,017 M de KH,PO, e 0,072 M de K,HPQ,). O crescimento foi interrompido no final da fase log,
(DOgoo = 9). As células foram recolhidas por centrifugacdo a 3 900 g, durante 10 minutos (min),

a 4°C e armazenadas a -20°C.
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2.3 Lise e Isolamento de pequenos RNAs e RNA total

Os RNAs de baixo peso molecular e o RNA total foram obtidos utilizando o método do
tiocianato de guanidina-fenol-cloroféormio, com base no protocolo ja descrito por Chomczynski
e co-autores (2006) [32]. A extracao iniciou-se com a ressuspensao dos pellets celulares em 20
mL de NaCl a 0,8%, com agitacao no vortex e centrifugacao a 6000 g durante 10 min a 4°C. Os
pellets resultantes da centrifugacdo foram ressuspensos através de pipetagens sucessivas,
utilizando 5 mL de solucdo D (4 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio, pH
4,0, 0,5% (w/m) de N-laurosarcosil (sarcosyl) e 0,1 M de B-mercaptoetanol), para a realizacao
da lise das células. Apos incubacdo em gelo durante 10 min foi adicionado ao lisado celular
500 pL de acetato de sodio 2 M, a pH 4,0 e 5 mL de fenol saturado em agua, agitando
gentilmente esta mistura. Este passo vai permitir a precipitacdo de proteinas, gDNA e de
detritos celulares. Para o isolamento do RNA é entdo adicionado 1 mL de cloroférmio/alcool
isoamilico (49:1), agitando vigorosamente de modo a obter duas fases imisciveis, seguindo-se
15 min de incubacdo em gelo e centrifugacdo a 10 000 g durante 20 min a 4°C. Apos 0 passo
de centrifugacdo, a fase aquosa rica em RNA é recolhida e concentrada com a adicdo de 5 mL
de isopropanol (-20°C), seguindo-se um passo de centrifugacao a 10 000 g durante 20 min a
4°C. O pellet obtido que contém o RNA, é novamente ressuspenso em 1,5 mL de solucdo D
(agitacdo no vortex) e concentrado pela adicdo de 1,5 mL de isopropanol (-20°C).
Seguidamente a centrifugacao de 10 min a 10 000 g a 4°C, sao adicionados 2,5 mL de etanol a
75 % preparado em agua DEPC ao pellet resultante para efetuar a lavagem do RNA presente,
com incubacao a temperatura ambiente durante 15 min e posterior centrifugacdo a 10 000 g,
durante 5 min a 4°C. Por ultimo, os pellets sdo secos ao ar durante 10 min e em seguida
ressuspensos em 1 mL de agua tratada com 0,05 % de DEPC. Por fim, é feita a quantificacao
da concentracdao de RNA e da sua pureza utilizando-se um espectrofotometro, o Nanodrop,

efetuando-se posteriormente uma eletroforese em gel de agarose.

2.4 Eletroforese em gel de agarose

O RNA obtido na extracao é analisado por eletroforese em gel de agarose, para determinar a
sua pureza e estabilidade. Esta técnica consiste numa eletroforese horizontal de 15 cm de
comprimento, com gel de agarose 0,8% (Hoefer, San Francisco, CA, EUA), e corado com
green-safe (1 pg/mL) adquirido na NZYTech (Lisboa, Portugal). A electroforese é efetuada a
110 V e a 400 mA durante 30 min em tamp&ao TAE (40 mM Tris base, 20 mM acido acético e 1
mM EDTA, pH 8,0), preparado em agua tratada com DEPC. O gel é diretamente visualizado

numa camara de ultravioleta (UV), num sistema Vilber Lourmat (ILC Lda, Lisboa, Portugal).
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2.5 Cromatografia de Afinidade

Nos ensaios cromatograficos foram usadas amostras de RNA (que contém RNA 6S, pre-miR-29
e outros sRNA, incluindo tRNAs), provenientes das extracbes a partir da bactéria R.
sulfidophilum DSM 1374, com o objetivo de purificar o pre-miR-29. Os estudos
cromatograficos foram realizados no sistema AKTA AVANT, que é constituido por um coletor
de fracoes refrigerado, por uma unidade de separacao e um computador com o Software
UNICORN™6.1 (GE Healhcare, Biosciences Uppsala, Suécia), ao qual foi acoplado uma coluna
de 10 mm de didametro x 20 mm de comprimento, empacotada com 1,6 mL de gel comercial
de L-Metionina-agarose (Sigma-Aldrich). Este suporte é caracterizado como uma matriz de
agarose 4%, com um espacador de 1 atomo e uma densidade de ligandos entre 2 e 10
pmol/mL. Os tampodes de eluicdo foram previamente filtrados, através de uma membrana
com um tamanho de poro de 0,20 um (Schleicher Schuell, Dassel, Alemanha) e sonicados
através de ultra-sons. Para a purificacdo do pre-miR-29 foi aplicada a estratégia de eluicao
com um gradiente decrescente de sulfato de amonio ((NH4);SO4). A coluna cromatografica foi
equilibrada com 1,7 M de (NH,4),5S0,em tampao 10 mM Tris-HCL (pH 6,0) com um caudal de 1
mL/min. A amostra de RNA (200 pg) resultante da extracao foi injetada na coluna usando um
loop de 100 pL nas mesmas condicdes de fluxo. Apos a eluicdo das espécies nédo ligadas, a
forca ionica foi diminuida gradualmente para 1,3 M e 0 M, respetivamente, em tampao 10 mM
Tris-HCL (pH 6,0). A absorvancia das fracdes eluidas foi continuamente monitorizada a 260 nm
e todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente. As fragdes foram recolhidas de
acordo com os picos cromatograficos obtidos, concentradas e dessalinizadas com
concentradores de 5000 MWCO da Vivaspin (Vivascience). No final, todas as amostras foram
armazenadas (-80°C) para posteriores analises, e a coluna cromatografica lavada com agua
Milli Q (filtrada e sonicada). Outra estratégia realizada para a purificacao do pre-miR-29 foi a
partir de uma coluna de 10 mm de diametro x 20 mm de comprimento, empacotada com 2 mL
de um gel comercial de L-Arginina-Sepharose 4B (Amersham Biosciences). Este suporte é
caracterizado como uma matriz de agarose 4%, com um espacador de 12 atomos e uma
densidade de ligandos entre 14 e 20 pmol/mL [25]. Para a purificacdo do pré-miR-29 a
estratégia de eluicao aplicada foi com um gradiente crescente de cloreto de sddio (NaCl), de
acordo com as condicbes previamente estabelecidas [25]. A coluna cromatografica foi
equilibrada com 280 mM de NaCl em tampao 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) com um caudal de 1
mL/min. A amostra de RNA (30 pg) resultante da extracao foi injetada na coluna usando um
loop de 100 pL sob as mesmas condicbes de fluxo [25]. A forca idnica foi aumentada
gradualmente para 360 e 500 mM em tampao 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), apos a eluicdo das
espécies nao ligadas. As restantes condicdes e fracoes recolhidas foram tratadas da mesma
forma que na estratégia anterior, a excecao da temperatura dos ensaios que foi a

temperatura de 20°C, recorrendo a um banho termostatizado.
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2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A integridade das amostras de RNA e identificacao do sRNA presente nas fracoes recolhidas
em cada ensaio cromatografico foi possivel através da realizacao de eletroforese vertical, que
consiste num gel desnaturante de ureia e poliacrilamida. Todas as amostras (20 pL) foram
previamente desnaturadas com formamida a 97,5%, 0,3% bromofenol, 10 mM EDTA a pH 7,5 e
as condicdes desnaturantes foram mantidas no gel devido a presenca de ureia 8 M. Em
seguida, as amostras foram injetadas num gel de 10% de poliacrilamida em tampao TBE (0,84
M Tris base, 0,89 M acido bodrico e 0,01 M EDTA, pH 8,3), e a corrida foi realizada a 125 V
durante 90 min. No final, os géis foram corados com green-safe (1 pg/mL) em tampao TBE
(1:10) e posteriormente visualizados utilizando um sistema Vilber Lourmat (ILC Lda, Lisboa,
Portugal). Para a realizacao desta eletroforese foi usado um sistema da Amersham Biosiences

(GE Healthcare, Suécia) e uma fonte da Bio-Rad.

2.7 Dicroismo Circular (DC)

A técnica do Dicroismo Circular foi utilizada para avaliar continuamente a estabilidade
conformacional da molécula de RNA total, apos o processo de extracdo, quando sujeita a
diferentes condicdes, tais como, uso de diferentes aditivos (sais, aminoacidos e acUcares),
diferentes temperaturas de incubacao (4°C, -20°C e -80°C), diferentes tempos de
armazenamento (7, 15 e 30 dias) e ainda sob diferentes concentracdes de cada aditivo usado.
Seguidamente ao passo de extracao, o RNA foi adicionado a uma solucdao de cada um do
estabilizadores, sendo realizada uma incubacao prévia de 15 min antes da analise do espectro
ou armazenamento em cada uma das condicoes descritas. Para este estudo, o equipamento
utilizado foi o Jasco J-1850 Spectrophotometer (Jasco, Easton, MD, EUA) e uma célula de
quartzo retangular (Hellman analysis, Alemanha) com um percurso 6tico de 1 mm. Os
espectros foram obtidos a uma velocidade de varrimento de 10 nm/min, com uma gama de
absorvancia entre 320-190 nm e a uma largura de banda espectral de 1 nm. A concentracdo
das amostras de RNAt, formam calculadas apos a quantificacdo da amostra no Nanodrop, de
forma a saber a quantidade de RNA e aditivo a adicionar até se perfazer um volume final de
1,5 mL. O comportamento a nivel conformacional da molécula de RNA, foi avaliado com os
seguintes aditivos: EDTA (1, 25 e 100 mM), citrato de sodio (1, 25, 100 mM), acetato de sodio
(1, 25, 100 mM), L-histidina (1, 25 e 100 mM), L-arginina (1, 25, 100 mM), prolina (1, 25, 100
mM), sacarose (295 e 590 mM), trealose (295 e 590 mM) e sorbitol (295 e 590 mM). Todas as
solucbes foram preparadas em agua Milli Q autoclavada, no proprio dia da aquisicdo dos
espectros e da incubacdo com o RNA extraido da E. coli DH5a. Para se efetuarem as
medicoes, é recomendado ligar o equipamento 30 min antes da sua utilizacao, para se efetuar
a purga do oxigénio com azoto, de forma a nao haver oxidacdao das amostras em analise, este
processo deve ser repetido no final da sua utilizacdo [60]. Todos os ensaios foram entao
realizados sob um fluxo constante de azoto, para assim purgar o ozono que é gerado pela

fonte de luz (lampada de xénon) do equipamento. Para todas as amostras analisadas, foi
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efetuado um branco (apenas tampao sem RNA), que foi posteriormente subtraido em todas as
corridas da amostra. Os dados foram recolhidos em duplicado (n=2) e as médias representadas
num Unico espectro. No final de cada corrida, é retirado o ruido usando o Software Jasco J-
1850, para se obter um espectro mais linear sem distorcao dos picos da banda positiva e
negativa caracteristicas do RNA (265 e 215 nm respetivamente), e o sinal DC é convertido em

elipticidade molar.

2.8 Cultura de células

Para os estudos de transfecao e avaliacao da atividade do pre-miR-29b, foi utilizada a linha
de células N2a695, e para o seu crescimento celular foi utilizado o meio com a seguinte
composicao: uma mistura (1:1) “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM) e OptiMEM
suplementado com 5% (m/v) de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo calor e 1% (m/v)
penicilina-streptomicina. Estas células tém a capacidade de promover a expressdao endogena
da proteina humana BACE 1 (hBACE1), permitindo assim, uma maior sensibilidade para a
detecao de alteracdes na expressao da hBACE 1 ao nivel pos-transcricional. As células foram

mantidas a 37°C num atmosfera humidificada contendo 5% de CO,.

2.9 Extracao de RNA total a partir das células N2a695

Apos a cultura das células N2a695, e quando foi atingida uma confluéncia entre 50 e 60%, foi
realizada a transfecdo das células com o pre-miR-29b, para posterior extracao de RNAt. Nesta
fase, o meio é removido e substituido por meio de cultura sem soro. Apos 12h, os complexos
de Lipofectamina/pre-miR-29b (Lip/pre-miR-29) foram preparados e adicionados as células,
com uma concentracao de 9,9 nM de pre-miR-29, e de seguida foi realizada a transfecao
durante 6h. O meio de cultura foi posteriormente substituido por meio completo com 1% de
FBS e 1% de antibidtico, para permitir que as células permanecam metabolicamente ativas e
expressem a hBACE1. As células ndo transfetadas foram usadas como controlos negativos e
todas as experiéncias de transfecao foram realizadas em triplicado (n=3). Apds 72h de
transfecdo, as células foram recolhidas para extracdo de RNA. O RNAt foi isolado com os
reagentes TRIzol (Invitrogen) e cloroformio, sendo ainda purificado por precipitacdo com
isoporpanol e lavagem com etanol a 75%. A concentracao de RNAt foi determinada utilizando
um Nanofotometro UV/Vis, e a sua integridade e qualidade avaliadas por eletroforese em gel
de agarose. O RNA foi tratado com DNase I, para evitar contaminagcdo genomica. A
amplificacao da cadeia complementar de DNA (cDNA) foi realizada usando o Kit RevertAid
cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc.), para um volume total de 20 pyL contendo 1 g
de RNAt.
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2.10 Avaliacao dos niveis de expressao do mRNA da hBACE 1 por
RT-qPCR

A analise quantitativa da expressdo de mRNA da hBACE1, ap6s transfecdao das células com
pre-miR-29b, foi realizada por reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR),
apos a sintese de cDNA a partir do RNAt, utilizando o Kit Maxima® SYBR Green/Fluoresceina
gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc.) num termociclador 1Q5 da Biorad. Para a
reacao de PCR foi preparado um volume final de 20 pL contendo 10 pL de Maxima® SYBR
Green/Fluoresceina qPCR Master Mix, 1,2 pL de cada um dos primers (5 mmol/pL) e 1 pL de
cDNA. O ciclo foi realizado usando o seguinte protocolo: 5 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de
30 s a95°C, 30 sa62°C e 30s a72°C. A eficiéncia do RT-gPCR foi calculada com o auxilio do
Software MylQ 2.0 (BioRad). Ja a quantificacdo relativa da expressao da BACE 1 foi baseada
no método de ciclo limiar comparativo (CT), em que a quantificacdo do produto alvo foi
determinada como sendo 2~ (ACT alve - ACT calibraden) 5 rmalizados para niveis de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) em relacdo as células de controlo nao transfetadas. Os
primers de iniciacao utilizados nesta experiéncia foram 5’-AGACGCTCAACATCCTGGTG-3’
(forward) e 5’-CCTGGGTGTAGGGCACATAC-3’ (reverse) para a amplificacao da hBACE1 e 5’-
TGACGTGCCGCCTGGAGAAA-3’ (forward) e 5’-AGTGTAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3’ (reverse)

para a amplificacao de GAPDH.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

Nos Ultimos anos, tem vindo a ser cada vez mais reconhecida a importancia da molécula de
RNA em numerosos processos biologicos, e paralelamente, tém vindo a ser descritas e
compreendidas mais funcdes para esta molécula [62,68]. Um dos papéis marcantes,
recentemente identificado, consiste na sua participacao generalizada na regulacao de
numerosos genes (com implicacdes em muitas doencas), o que sugere que ha muito ainda por
descobrir sobre esta molécula que tem sido hoje em dia intitulada como um componente
celular surpreendente, nomeadamente sobre a sua potencial aplicacdo na area clinica [7,63].

Com o objetivo de utilizar a molécula de RNA para fins terapéuticos, € fundamental garantir e
preservar a sua pureza, integridade e estabilidade [37]. Assim sendo, varias metodologias de
purificacdo tém sido testadas para alcancar o grau de pureza adequado. No caso em concreto
do pre-miR-29b-1, que tem sido estudado pelo grupo de investigacao, a metodologia de
purificacdo usada tem sido baseada na cromatografia de afinidade com aminoacidos
imobilizados, tais como a lisina, arginina e a tirosina [25,36,37].

Neste trabalho, foram realizados alguns ensaios cromatograficos para avaliar a possibilidade
de purificar o pre-miR-29b-1 usando a matriz de L-metionina-agarose. Para estes ensaios,
foram inicialmente preparadas amostras de RNA provenientes da expressao recombinante em

R. sulfidophilum.

1. Lise celular da bactéria R. sulfidophilum DSM 1374 e E. coli
DH5a

Apesar de a bactéria R. sulfidophilum ter a capacidade de secretar acidos nucleicos ativos
para o meio extracelular, o que pode representar uma vantagem do ponto de vista de
processo, a metodologia para a recuperacao de RNA do meio ainda nao foi estabelecida
[69,70].

Assim, este trabalho centraliza-se nos RNAs de baixo peso molecular produzidos no ambiente
intracelular, diminuindo também os riscos de destabilizacdo e degradacdo da molécula de
pre-miR-29b-1 em estudo.

Para a recuperacao dos RNAs de baixo peso molecular produzidos e acumulados ao longo do
crescimento da bactéria R. sulfidophilum, foi usado o método de isolamento baseado em
tiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio, ja descrito anteriormente [32].

Apds a extracao dos RNAs de baixo peso molecular, é essencial proceder-se a avaliacao da

integridade das amostras de RNA e verificar se existe algum tipo de contaminacao,
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nomeadamente pela presenca de gDNA, realizando uma eletroforese em gel de agarose. Este
passo de avaliacao é fundamental para a posterior aplicacdo da amostra no processo
cromatografico. Analisando a eletroforese em gel de agarose (figura 12) representativa do
processo de recuperacao de RNA, é possivel confirmar que ndo existe contaminacao de gDNA
na amostra, observando-se apenas bandas intensas correspondendo aos RNAs de baixo peso
molecular. Estas amostras foram entado utilizadas no processo cromatografico para testar a
purificacao do pre-miR-29b-1.

Este procedimento foi utilizado de igual forma para a extracao intracelular do RNA
proveniente da E. coli DH5a, para posteriores estudos de estabilidade no DC. A figura 12
apresenta assim a eletroforese em gel de agarose das duas extracdes, demonstrando a

integridade e a nao contaminacao das amostras com gDNA.

(A) (B)

RNAs de baixo
peso molecular

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose, de (A) quatro amostras de RNAs de baixo peso
molecular obtidas apo6s extracdo da bactéria R. sulfidophilum e (B) duas amostras de RNAs de
baixo peso molecular obtidas apos extracdo da bactéria E. coli DH5a.
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2. Ensaios Cromatograficos

2.1 Purificacao do pre-miR-29b-1 usando a matriz de L-

metionina-agarose

Os ensaios cromatograficos realizados com a matriz de L-metionina-agarose tiveram como
objetivo a separacao do pre-miR-29b-1 dos outros tipos de RNA (RNA 6S e outros pequenos
RNAs, incluindo RNAs de transferéncia) presentes na amostra, recorrendo a cromatografia de
afinidade com aminoacidos imobilizados.

Este método cromatografico utiliza um agente de ligacdo especifico imobilizado na matriz
cromatografica, por forma a reconhecer biomoléculas com base na sua funcao biolégica ou
estrutura quimica [40,71].

A interacdo entre a matriz de L-metionina e os acidos nucleicos foi confirmada num estudo
recente que descreve a purificacao da conformacao superenrolada (sc) de pDNA, usando esta
matriz [72]. Alguns estudos preliminares foram também realizados no ambito da purificacao
de RNA, tendo sido explorado o efeito da manipulacdo da temperatura, do pH da fase mével e
da concentracao de sal, na retencdo do RNA. Assim, foi possivel comprovar que a L-metionina
pode interagir também com o RNA.

As interacdes que se estabelecem entre o RNA e o ligando de L-metionina podem envolver
maioritariamente interacoes hidrofobicas, pela presenca do grupo tioéter presente no
aminoacido de metionina (figura 13), porém outras interacdes, nomeadamente interacoes

tiofilicas com os polinucleodtidos podem também ser consideradas [72].
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Figura 13 - (A) Estrutura da L-metionina-agarose imobilizada no suporte (adaptado de [73]) e (B)
estrutura do pre-miR-29b-1 (consultado em mirbase).

Considerando que as principais interacoes que ocorrem entre os RNAs e a matriz sdao de

caracter hidrofdbico, foi utilizada uma concentracdo de sulfato de amoénio elevada nos
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ensaios cromatograficos, de forma a favorecer as interagcoes hidrofobicas com as moléculas de
RNA. Neste caso, o tampao tem a capacidade para captar as moléculas de agua existentes em
torno das biomoléculas, fazendo com que os seus grupos hidrofobicos figuem mais expostos,
favorecendo assim a interacao com o ligando.

Tendo em os conta ensaios realizados previamente com a coluna de L-metionina, era ja
conhecido que uma concentracao de 2 M de sulfato de amdnio permitia a retencdo do RNA.
Assim, foi realizado um primeiro ensaio com a coluna, aplicando um gradiente de trés passos
para a separacao dos RNAs de baixo peso molecular, 6S e do pre-miR-29b-1. O gradiente
consistiu na aplicacdo de uma concentracao de 1,7 M de sulfato de amdnio no primeiro passo,
1,3 M no segundo passo e 0 M de sulfato de amonio em Tris-HCL 10 mM (pH 6,0) no ultimo
passo. O ensaio foi realizado a temperatura ambiente (aproximadamente 27°C), usando um
caudal de 1 mL/min. Antes da injecao da amostra na coluna, foi feito o acerto da forca i6nica
para a concentracao de sal usada na fase de equilibrio. Na figura 14 é apresentado o
cromatograma resultante do ensaio de purificacao de RNA usando as condicées descritas, e a
respetiva eletroforese em gel de poliacrilamida que permite a analise das fracdes recolhidas

do ensaio cromatografico.
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Figura 14 - (A) Perfil cromatografico obtido com a coluna de L-metionina-agarose, para purificacdo
do pre-miR-29b-1, utilizando um gradiente por passos de 1,7 M; 1,3 M e 0 M de (NH,),SO,. Caudal:
1mL/min; volume de injecdo: 100 YL e detecdo: 260 nm. (B) Andlise eletroforética em gel de
poliacrilamida dos respetivos picos recolhidos segundo o cromatograma obtido, sendo a linha A:
amostra inicial de RNA injetada.

Ao observar o perfil cromatografico e a respetiva eletroforese do ensaio, foi possivel perceber
que a concentracao de sal usada no primeiro passo permitiu a eluicdo da maior parte dos
sRNAs presentes na amostra, apesar de se observar também uma ligeira perda de pre-miR-29
no primeiro pico (como se comprova pela linha 1 da eletroforese). Seguidamente foram
aplicadas duas condicoes de eluicdo com concentracoes de sal mais baixas para promover

alguma seletividade entre os RNAs que ficaram ligados. Embora o pre-miR-29 elua
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maioritariamente no segundo pico (linha 2 da eletroforese), é possivel observar que ainda
persiste alguma contaminacao associada a presenca de outros sRNAs. No ultimo pico (linha 3
da eletroforese) elui ainda algum pre-miR-29, o que demonstra que a concentracao de sal
usada no segundo patamar nao foi suficiente para a sua eluicao completa.

Tendo em conta este resultado, nos ensaios posteriores foram testadas outras condicoes,
nomeadamente usando concentracdes de sal diferentes no primeiro patamar do gradiente
(1,8 M) para tentar eluir apenas os sRNAs neste passo e manter retido o pre-miR-29. Quanto
ao segundo patamar do gradiente, foi necessario diminuir ligeiramente a concentragao de sal
por forma a tentar recuperar a maior parte do pre-miR-29, tendo-se testado 1,2 M; 1,1 M e
1,0 M, evitando as perdas observadas no primeiro ensaio. Apesar destas tentativas, nao foi
possivel a obtencdo de uma separacao eficiente dos varios tipos de RNAs presentes na
amostra. Isto pode ter ocorrido devido a temperatura da realizacdo dos ensaios (temperatura
ambiente), ja que a matriz de L-metionina provou ser eficaz na separacao das isoformas do
pDNA a temperatura de 5°C [72].

Para dar continuidade ao tralho proposto, e uma vez que nao foi possivel estabelecer uma
nova metodologia de purificacao para obter o pre-miR-29b com um grau de pureza adequado,
os ensaios de estabilidade foram realizados com recurso a amostra de RNAt extraido a partir
de E. coli DH5a.

3. Dicroismo Circular

3.1 Ensaios de estabilidade da molécula de RNA

Como ja mencionado anteriormente, muitas biomoléculas sdo estruturalmente instaveis em
solucdo e suscetiveis a mudancas de conformacao devido, a varias tensdes desencadeadas
durante o seu processamento, etapa de purificacdo e armazenamento [49].

A espectroscopia de DC apresenta como principio basico a capacidade em detetar alteracoes
na conformacdo das biomoléculas, assim como discriminar as suas estruturas, permitindo o
estudo da estrutura das biomoléculas em solucao [60,74].

A técnica de DC permite assim avaliar o efeito dos diferentes aditivos em estudo (sais,
aminoacidos e acucares) e das condicbes de armazenamento, na estabilidade do RNA. Tendo
em conta, que a molécula de RNA é bastante instavel, o primeiro ensaio realizado foi para
avaliar a sua estrutura apds a etapa de extracdo, sem qualquer aditivo, de forma a obter o
espectro padrao (figura 15) para posterior comparacao com os restantes espectros obtidos sob
acao dos diferentes aditivos. O espectro padrao da molécula de RNA apresenta as bandas

caracteristicas a 215 nm (banda negativa) e a 265 nm (banda positiva).
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Figura 15 - Espectro padrao do RNA obtido apds a etapa de extracdo, sem inclusdo de aditivos. RNA
em solucao de Tris-HCl em agua DEPC (pH 8,0).

No presente estudo, foram efetuados ensaios de estabilidade da molécula de RNA, sob
diferentes condicées, nomeadamente diferentes classes de aditivos (sais, aminoacidos e
acucares), diferentes temperaturas de armazenamento (4°C, -20°C e -80°C) e diferentes
tempos de armazenamento (7, 15 e 30 dias). Apesar de os ensaios serem realizados com RNA
total extraido de E. coli DH5a, o objetivo sera avaliar posteriormente as melhores condicoes
de cada agente aditivo na estabilizacao do pre-miR-29 para verificar a aplicabilidade das

condicdes a outros RNAs e confirmar a sua atividade biologica.

3.1.1 Sais

Atualmente, uma grande variedade de excipientes, descritos como potenciais estabilizadores
de biomoléculas, sado utilizados para melhorar/aumentar a sua estabilidade [49]. Porém,
como citado anteriormente, os sais podem afetar quer a integridade conformacional quer a
estabilidade das biomoléculas, dependendo da concentracao e do tipo de sal [58].

Assim, para avaliar a estabilidade estrutural da molécula de RNA, foram selecionados trés
sais, nomeadamente o EDTA, o citrato de sédio e o acetato de sodio. De maneira, a realizar
uma analise mais completa da influéncia dos diferentes sais na estabilidade da molécula,
foram testadas trés concentracdes diferentes (1 mM, 25 mM e 100 mM). A avaliacdo das
diferentes concentracbes de sal permite também determinar qual a concentracdo mais
adequada para promover a estabilizacao do RNA, durante longos periodos de armazenamento.
Para tal, o primeiro estudo realizado foi no sentido de avaliar as alteracdes estruturais que a
molécula de RNA pode sofrer em solucao, sob as diferentes concentracdes de sais, no dia 0
(apos etapa de extracdo). Os espectros obtidos para cada um dos sais e a sobreposicdo das
diferentes concentracdes de sal, no estudo relativo ao dia 0, estao representados na figura
16.
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Figura 16 - Espectros de DC da estrutura do RNA em solucao sob diferentes concentracoes de sal (1 mM,
25 mM e 100 mM, no dia 0. (A) Espectros relativos ao EDTA; (B) Espectros relativos ao Citrato de sodio;
(C) Espectros relativos ao Acetato de sodio.

Ao analisar os espectros referentes aos ensaios realizados no dia 0 e comparando com o
espectro padrao, € possivel perceber que na presenca de concentracdes de sal mais elevadas
(100 mM) existe uma destabilizacao relativa da banda negativa (215 nm) do RNA. Tendo em
conta, que o RNA é um polimero altamente carregado negativamente, esta destabilizacdo
pode ocorrer devido a interacdes idnicas complexas, entre o RNA e o sal [56,75]. Estas
interacoes podem ser de caracter especifico ou ndo especifico, promovendo assim a repulsao
entre cargas [55].

No entanto, de uma maneira geral, a banda positiva (265 nm) mantém-se estavel alterando
apenas de forma mais acentuada a sua intensidade na presenca de acetato de sodio a 100 mM
(figura 16c). Assim, os resultados sugerem que as concentracdes de sal 1 mM e 25 mM
parecem possibilitar a manutencdo da estabilidade do RNA, quando feita a analise
comparativamente com o espectro padrao.

Pela analise dos resultados anteriores, verificou-se qua a banda negativa do espectro de DC
do RNA era mais sensivel a presenca dos sais, e por isso permite a verificacdo do efeito dos
agentes na estrutura do RNA. Assim, o estudo de estabilidade ao longo do tempo (7, 15 e 30
dias) e para varias temperaturas de armazenamento (4°C, -20°C e -80°C) é apresentado com

base na avaliacdo da banda negativa do espectro, com elipticidade a 215 nm, usando as
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concentracdes de 1 mM e 25 mM de sais, por serem as que induziam maior estabilizacao do

RNA. A avaliacao correspondente a concentracdao de 1 mM esta representada na figura 17.
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Figura 17 - Elipticidade a 215 nm obtida a partir dos espectros de RNA em solucao com 1 mM dos
diferentes sais, apds armazenamento a 4°C, -20°C e a -80°C, durante 7, 15 e 30 dias. Tendo sido o dia
0 realizado a temperatura ambiente.



Pela analise dos graficos de barras é possivel visualizar que ao longo do tempo de
armazenamento do RNA, a diferentes temperaturas, o sal que apresenta um melhor poder de
estabilizacao é o EDTA. Todavia o citrato de sodio mostrou maior instabilidade principalmente
quando armazenado a -20 e -80°C. Como o EDTA apresenta resultados satisfatorios na
estabilizacao do RNA, foi feita a sobreposicao dos espectros obtidos com este sal, para a
concentracdo de 1 mM, apds 30 dias de armazenamento, nas trés temperaturas. Estes
espectros assim como a respetiva eletroforese em gel de poliacrilamida estdao representados

na figura 18.

(A) (B)
30 dias _ EDTA1 mM

A 4°C -20°C -80°C

Elipticidade [mdeg]

- 20PC
- BOPC
Comprimento de onda [nm] —0 dias

Figura 18 - (A) Sobreposicao dos espectros de DC resultantes da analise do RNA em solucao de 1 mM
de EDTA, apds armazenamento durante 30 dias, sob varias condicoes de temperatura (4, -20 e -80°C).
(B) Analise eletroforética em gel de poliacrilamida das amostras de EDTA + RNA em diferentes
temperaturas ao fim de 30 dias, sendo a linha A: amostra inicial de RNA a temperatura ambiente.

Este resultado sugere que o EDTA é um aditivo que desempenha a funcao de estabilizacao da
molécula de RNA. Isto podera dever-se ao facto de o EDTA ser considerado um sal e
igualmente um agente quelante de metais, tendo assim a capacidade de proteger a molécula
da oxidacao [58].

Um estudo semelhante foi realizado para avaliacao do efeito da concentracao de 25 mM de
EDTA, na estabilizacdo do RNA, ao longo do tempo e para as varias temperaturas de
armazenamento. Mais uma vez, este estudo baseou-se nas alteracles verificadas na

elipticidade da banda negativa do RNA, tal como representado na figura 19.
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Figura 19 - Elipticidade a 215 nm obtida a partir dos espectros de RNA em solucdo com 25 mM dos
diferentes sais, apés armazenamento a 4°C, -20°C e a -80°C, durante 7, 15 e 30 dias. Tendo sido o dia 0
realizado a temperatura ambiente.

Pela analise do grafico, e ao contrario do esperado para o armazenamento a temperatura de
4°C, é observada uma maior estabilidade ao longo dos 30 dias, para esta temperatura do que
para temperaturas mais baixas. Este resultado pode comprovar que, em condicées de
incubacao com temperaturas negativas, pode existir a formacdo de cristais, levando a perda

do “estabilizador” e consequentemente levar a destabilizacdo do RNA [49]. Assim, para uma
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analise mais completa deste resultado foi feita a sobreposicdo do espectro de acetato de
sodio para a concentracao de 25 mM, a temperatura de armazenamento de 4°C, aos 30 dias

de incubacao com o espectro padrao (figura 20).

(A) (B)
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an RNA 5S
RNA 6S
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Figura 20 - (A) Analise do espectro de DC da estrutura do RNA em solucao de 25 mM de acetato de
sodio, apds 30 dias de armazenamento, a temperatura de 4°C, em sobreposicao ao espectro padrao (B)
Analise eletroforética em gel de poliacrilamida das amostras de Acetato de sodio + RNA a temperatura
de 4°C ao fim de 30 dias, sendo a linha A: amostra inicial de RNA a temperatura ambiente.

Ao observar o espectro é possivel verificar que o acetato de sddio na concentracao de 25 mM
mostra ser um bom aditivo para o armazenamento do RNA a temperatura de 4°C, pois as
bandas caracteristicas do RNA nao apresentam diferencas de elipticidade significativas
quando comparadas com o espectro padrdao, mesmo apos um armazenamento de 30 dias.

No entanto, fazendo uma analise global dos resultados obtidos para as varias condicdes
testadas, o sal que apresenta melhores condicdes para a estabilizacdo do RNA é o EDTA, uma
vez que apresenta resultados satisfatorios ao longo dos 30 dias nas diferentes temperaturas

para a mesma concentra(;éo.

3.1.2 Aminoacidos

No estudo do efeito de estabilizacdo do RNA por parte dos aminoacidos, foram testados como
aditivos a histidina, a prolina e a arginina, em trés concentracdes diferentes 1 mM, 25 mM e
100 mM, sendo usadas as mesmas condicoes de temperatura e tempo de armazenamento que
anteriormente foram descritas para o estudo dos sais.

O primeiro ensaio realizado com os aminoacidos foi no dia 0, logo apds extracdao do RNA de E.
coli e incubacao durante 15 min em cada uma das solucdes de aminodcidos. Para uma analise

das diferencas de elipticidade das bandas de RNA, foram feitas as sobreposicoes dos espectros
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obtidos apds incubacao com os diferentes aminoacidos em comparacao com o espectro padrao

(figura 21).
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Figura 21 - Espectros de DC do RNA em solucao com diferentes aminoacidos, em diferentes
concentracoes, no dia 0. Espectros de (A) histidina; (B) prolina e (C) arginina.
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Analisando os resultados da figura 21 é possivel comprovar que para as concentracoes mais
elevadas dos aminoacidos (25 mM e 100 mM) existe um aumento muito significativo do valor
da eliptidade da banda perto dos 215 nm, que no espectro padrao do RNA, se deveria
apresentar como banda negativa. No entanto é possivel verificar que para a concentracao de
1 mM, a excecdo da histidina, os aminoacidos demonstram manter um perfil similar ao do
espectro padrao. A alteracao significativa do espectro para as concentracées mais elevadas
dos aminoacidos, pode ser devido a interacdo existente entre os aminoacidos e o RNA dando
origem a um complexo, que apresenta um espectro de DC diferente. Todavia, e por forma a
averiguar se o tampao pode influenciar a elipticidade, foram realizados ensaios de todos os
tampdes dos aminoacidos. Na figura 22 esta representado, como exemplo, o espectro

referente a solucdo de arginina.
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Figura 22 - Espectro de DC obtido na analise do tampao de arginina 100 mM, sem RNA.

De facto, pela analise do resultado anterior é possivel observar que a arginina apresenta
sinais significativos entre os 205 e 235 nm, que se relacionam com as bandas encontradas nos
espectros de RNA em solucao de aminoacido. Este perfil de elipticidade verificou-se para os
trés aminoacidos em todas as concentracdes.

Uma vez que a analise da banda a 215 nm esta dificultada pelo efeito do aminoacido na
mesma regiao do UV, a acdo de estabilizacdo dos aminoacidos sobre a molécula de RNA foi
verificada pela avaliacdo da banda positiva. Logo, foi feito o estudo da estabilidade
analisando a banda a 265 nm ao longo dos 30 dias de armazenamento, em diferentes
condicoes quer de temperatura (4°C, -20°C e -80°C) quer de concentracdo de aminoacidos.
Para uma abordagem mais linear desta comparacao de estabilidade da banda positiva, foi
feita sempre em comparacdo com o valor de elipticidade de cada aminoacido ao dia 0 para
cada uma das concentracoes usadas. A tabela 10 apresenta os valores de elipticidade no dia 0
para a concentracdo de 1 mM dos diferentes aminoacidos, por forma a comparar a

elipticidade obtida ao longo do tempo (figura 23).
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Tabela 10 - Valor de elipticidade a 265 nm no dia 0 para os diferentes aminoacidos, na

concentracao de 1 mM com RNA.

Aminoacidos Elipticidade [mdeg] a 265nm
Histidina 6,59
Prolina 5,88
Arginina 3,09
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Figura 23 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 265 nm, na presenca de 1 mM dos
diferentes aminoacidos, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcdo do tempo: (A) 7

dias, (B) 15 dias e (C) 30 dias.

Pela analise dos resultados € possivel verificar que para a concentracdo de 1 mM a arginina

comparativamente com os outros aminoacidos € o que apresenta valores de elipticidade

relativamente constantes ao longo do tempo (até 30 dias de armazenamento) e em diferentes

condicoes de temperatura. O dia O foi tido sempre em consideracdao nesta analise. No

entanto, no caso da prolina e da histidina é notoria alguma oscilacdo da banda positiva, para

as diferentes condicdes testadas. Desta forma, fomos de seguida fazer a mesma analise
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alterando apenas o valor da concentracao usada de aditivo, neste caso para a concentracao
de 25 mM. A tabela 11 apresenta os valores de elipticidade no dia 0 para a concentracao de
25 mM dos diferentes aminoacidos, que permitem fazer a comparacao com os resultados da

figura 24.

Tabela 11 - Valor de elipticidade a 265 nm no dia 0 para os diferentes aminoacidos, na
concentracao de 25 mM com RNA.

Aminoacidos Elipticidade [mdeg] a 265nm
Histidina 5,32
Prolina 2,48
Arginina 4,24
(A) (B)
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Figura 24 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 265 nm, na presenca de 25 Mm dos
diferentes aminoacidos, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcao do tempo: (A) 7
dias, (B) 15 dias e (C) 30 dias.

Apos analise dos graficos referentes a elipticidade da banda a positiva, verificou-se que em

comparacao com o valor do dia 0 a histidina permite manter a banda mais estavel ao longo
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dos 30 dias de armazenamento, para a temperatura de 4°C. Para a prolina é possivel verificar
que existe sempre oscilacao da elipticidade da banda em relacdao ao seu valor inicial. A
arginina, a semelhanca do descrito para 1 mM, parece induzir uma maior estabilizacao,
observando-se apenas uma oscilacdo apods 15 dias de armazenamento a temperatura de -80°C.
Com o objetivo de avaliar mais em detalhe o efeito da concentracdo dos aminoacidos na
estabilidade do RNA, foi ainda realizado o mesmo estudo para a concentracao de 100 mM,
apesar de os espectros iniciais indicarem maior alteracao, especialmente para a banda
negativa do espectro. Na tabela 12 estao apresentados os valores da elipticidade no dia 0 por

forma a comparar com os graficos da figura 25.

Tabela 12 - Valor de elipticidade a 265 nm no dia 0 para os diferentes aminoacidos, na
concentracao de 100 mM com RNA.

Aminoacidos Elipticidade [mdeg] a 265nm
Histidina 5,57
Prolina 4,18
Arginina 5,44
(A) (B)
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Figura 25 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 265 nm, na presenca de 100 mM dos
diferentes aminoacidos, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcao do tempo: (A) 7
dias, (B) 15 dias e (C) 30 dias.
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Analisando os resultados respetivos a concentracdao de 100 mM, comprova-se que a histidina
consegue manter a estabilidade do RNA ao longo do tempo para o armazenamento a
temperatura de 4°C. A prolina, para esta concentracdo, também apresenta uma elipticidade
constante aos 4°C, mesmo apos conservacao por 30 dias. No entanto, no caso da arginina ao
contrario do que se verificou para as concentragdes mais baixas, para 100 mM nao apresenta
bons resultados, sendo observadas alteracdes na elipticidade da banda, para todas as
condicoes. Em suma, a arginina, pela analise global de todas as condicdes testadas parece ser
o aminoacido que apresenta melhores resultados para promover a estabilidade do RNA ao
longo do tempo de conservacdo nas trés temperaturas testadas, usando as concentracoes de 1
e 25 mM. Isto pode dever-se ao facto da arginina ter um comportamento exclusivo na
presenca de diversas biomoléculas, tendo a capacidade de promover efeitos de tensao
superficial, hidratacdo e favorecer diversas interagdes com as biomoléculas [58]. No entanto,
a arginina nao é normalmente vista como um excipiente de estabilizacdo de biomoléculas,
mas é considerada altamente eficaz na supressdo da agregacado das biomoléculas [49], o que

pode favorecer a sua estabilizacao e atividade.

3.1.3 Acucares

Os acUcares sdo considerados e usados como agentes crioprotetores de diversas biomoléculas
e com capacidade de aumentar a tensao superficial em solucées aquosas [55,58].

Para este estudo de estabilidade, os acUcares selecionados foram o sorbitol, a trealose e a
sacarose. As condicdes utilizadas para efetuar este estudo foram as mesmas ja descritas para
os diferentes aditivos mencionados anteriormente, a excecdo das concentracdes, que neste
caso foram de 295 mM e 590 mM de cada aclcar. Inicialmente, foram realizados os ensaios ao
dia 0, com dissolucdo do RNA nas solucdes de acucares, com as diferentes concentracoes,
fazendo-se a comparacdao com o espectro padrao de RNA. De maneira a ter uma melhor
observacao desses resultados, foi feita a sobreposicao dos diferentes espectros tendo em

conta o espectro padrao (figura 26).
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Figura 26 - Espectros de DC do RNA em solucdo com diferentes aclcares, em diferentes
concentracoes, no dia 0. Espectros de (A) sorbitol; (B) sacarose e (C) trealose.
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Ao analisar os espectros referentes a incubacdo do RNA com os diferentes acUcares, é possivel
verificar que tal como acontece nos aminoacidos, a elipticidade na regido entre 205 e 220 nm
sofre bastantes interferéncias, provavelmente devido a acao dos acUcares, especialmente nos
casos da trealose e sacarose. Pela analise dos resultados, é possivel verificar que para a
concentracao mais alta de sorbitol (590 mM) existe uma diminuicao acentuada da elipticidade
da banda positiva e também uma alteracao significativa na banda negativa (que se aproxima
de zero), em comparacao com o padrao. No entanto, a concentracao mais baixa (295 mM)
sugere ser (til na manutencao da estabilidade do RNA, ndo ocorrendo diferencas significativas
na elipticidade das bandas. Quanto a trealose, o melhor resultado foi observado para a
concentracao mais alta, enquanto a sacarose apresenta desvios em ambas as bandas com as
duas concentracdes, quando em comparacdao com o espectro padrao. Para reunir os
resultados, a tabela 13 apresenta os valores de elipticidade a 265 nm para o RNA na presenca
de cada acucar, na concentracao de 295 mM, ao dia 0. A figura 27 permite a analise das
alteracdes verificadas para as condicées de armazenamento em estudo (temperatura e tempo

de conservacao).

Tabela 13 - Valor de elipticidade a 265 nm no dia 0 para os diferentes acucares, na
concentracao de 295 mM com RNA.

Acucares Elipticidade [mdeg] a 265nm
Sorbitol 6,37
Trealose 1,29
Sacarose 2,41
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Figura 27 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 265 nm, na presenca de 295 mM dos
diferentes aclcares, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcdo do tempo: (A) 7 dias,
(B) 15 dias e (C) 30 dias.

Ao analisar os graficos referentes a banda positiva do espectro de DC, para a concentracao de
295 mM de aclcares, verifica-se que relativamente ao sorbitol e comparativamente com o
valor padrao do dia 0, é observada uma diminuicao da elipticidade nao muito significativa ao
longo dos 30 dias para as 3 temperaturas. De notar no entanto uma ligeira diminuicao de
elipticidade aos 15 dias a temperatura de -20°C. A semelhanca do que ja foi verificado
anteriormente, a trealose nao apresenta bons resultados para a concentracao testada,
apresentando sempre grandes oscilacoes de elipticidade, nao indicando resultados
promissores em termos de estabilidade e manutencdo da atividade do RNA. Ja no caso, da
sacarose é possivel verificar um ligeiro aumento de elipticidade a temperatura de -80°C, ndo
havendo outras alterac¢des significativas.

Considerando as diferencas encontradas para as duas concentragdées de agUcares, a mesma
representacao foi feita para avaliar os resultados obtidos com a incubacdo do RNA com os
aclcares no concentracao mais elevada (590 mM). A tabela 14 apresenta os valores no dia 0,

do RNA incubado com os diferentes acucares.
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Tabela 14 - Valor de elipticidade a 265 nm no dia 0 para os diferentes aclcares, na
concentracao de 590 mM com RNA.

Acucares Elipticidade [mdeg] a 265nm
Sorbitol 1,80
Trealose 215
Sacarose 2,19
(A) (B)
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Figura 28 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 265 nm, na presenca de 590 mM dos
diferentes acUcares, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcao do tempo: (A) 7 dias,
(B) 15 dias e (C) 30 dias.

Pela analise dos perfis dos graficos, é possivel perceber que para o sorbitol e para a sacarose
a elipticidade da banda positiva (a 265 nm) aumenta significativamente, em comparacao com
o valor do dia 0. No entanto, o sorbitol permite uma estabilizacdo da banda ao longo dos 15
dias a temperatura de 4 °C, enquanto a sacarose também sob a mesma temperatura consegue
estabilizar a estrutura do RNA ao longo de 30 dias. Este resultado sugere que relativamente a
estabilidade da banda positiva, o melhor aclcar parece ser o sorbitol com a concentracao de

295 mM. Ainda assim, foram realizados os mesmos estudos relativamente a banda negativa,
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de forma a perceber a acao dos acUcares sobre esta segunda banda caracteristica do RNA. A

tabela 15 apresenta o valor do dia 0 a 215 nm para a concentracao de 295 mM.

Tabela 15 - Valor de elipticidade a 215 nm no dia 0 para os diferentes aclcares, na
concentracao de 295 mM com RNA.

Acucares Elipticidade [mdeg] a 215nm
Sorbitol -6,17
Trealose 2,55
Sacarose -3,13
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Figura 29 - Representacao grafica da elipticidade do RNA a 215 nm, na presenca de 295 mM dos
diferentes aclcares, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcdo do tempo: (A) 7 dias,
(B) 15 dias e (C) 30 dias.

Relativamente as alteracGes observadas para a banda negativa, verifica-se que para o
sorbitol, embora o valor da elipticidade comparada com o padrao tenha um ligeiro aumento
(a banda torna-se menos negativa) € notdria a estabilidade da banda ao longo dos 30 dias a

temperatura de 4°C, o mesmo se verificando para a sacarose. No entanto a trealose mostra
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oscilagoes significativas da elipticidade, a semelhanca do que ja tinha sido descrito para a

banda positiva do RNA.

0 mesmo estudo foi feito para a concentracao de 590 mM, para concluir a analise do efeito da

concentracao dos aclcares na estabilidade do RNA. A tabela 16 apresenta os valores de

elipticidade para o dia 0 dos diferentes aclcares com incubacao do RNA.

Tabela 16 - Valor de elipticidade a 215 nm no dia 0 para os diferentes aclcares, na

concentracao de 590 mM com RNA.

Acucares Elipticidade [mdeg] a 215nm
Sorbitol -3,07
Trealose 3,43
Sacarose -2,75
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Figura 30 - Representacdo grafica da elipticidade do RNA a 215 nm, na presenca de 590 mM dos
diferentes acUcares, para as trés temperaturas de armazenamento, em funcao do tempo: (A) 7 dias,

(B) 15 dias e (C) 30 dias.

59



Tendo em conta os resultados obtidos para a elipticidade da banda negativa com o aumento
da concentracao de acUcar, verifica-se que a trealose volta a apresentar grandes variacoes de
elipticidade, indicando que podera nao funcionar como um bom estabilizador para a
manutencao da estrutura e atividade do RNA.

Relativamente ao sobitol e a sacarose, nao se verificaram alteracdes tao significativas nesta
banda negativa, para a concentracdao de aclcar mais elevada, o que podera indicar um
melhor efeito de estabilizacdao, em comparacao com a concentracao mais baixa, que revelou
mais alteracdes no espectro, quer para a banda positiva, quer para a banda negativa.

De uma maneira geral, e surpreendentemente, os melhores resultados em termos de
estabilidade do espectro de DC para o RNA, foram obtidos para a temperatura de 4°C, mesmo
para o armazenamento por periodos de 30 dias. Isto pode dever-se ao facto de haver
formacao de cristais aquando do seu armazenamento sob temperaturas negativas,
nomeadamente pela acao do sorbitol [58].

Globalmente, este resultado pode ter um impacto positivo quando se perspetiva a utilizacao
do RNA como agente terapéutico, uma vez que sera mais vantajosa a sua conservacao para
4°C do que para temperaturas negativas. De qualquer forma, os resultados precisam de ser
confirmados, avaliando a manutencao da atividade do RNA, nestas condicoes. Se a atividade
também for garantida para as melhores condicdes aqui testadas, sera uma forma de confirmar

e validar a utilizacao destes aditivos e condicées para a conservacao do RNA.
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4, Estudos de transfecao do pre-miR-29b-1

De modo a confirmar a eficiéncia dos estabilizadores e condicoes de armazenamento na
manutencao da integridade e atividade do RNA, foram realizados alguns ensaios in vitro,
usando o pre-miR-29 como modelo. Como referido anteriormente, o miR-29 tem acao de
silenciamento sobre a BACE 1, e por isso estes ensaios tém como objetivo verificar os niveis
de expressao do mRNA da BACE 1, nas células neuronais, apds transfecao com o pre-miR-29
recombinante que foi sujeito as melhores condicoes definidas anteriormente. Nesta
abordagem para se conseguir obter a purificacdo desejada da molécula de pre-miR-29, foi
utilizada a estratégia ja descrita pelo grupo de investigacao, que passa pela utilizacdo da L-
arginina-Sepharose [25].

Apos efetuada a avaliacao das melhores condicGes (temperatura e tempo de armazenamento
e aditivo) o estudo de estabilidade do pre-miR-29 foi realizado com incubacao a 4°C e a -80°C
em arginina, EDTA e sorbitol durante 30 dias. Os estudos de transfecdao em células N2a695
foram realizados para avaliar a atividade biologica do pre-miR-29 e verificar os niveis de
expressdo do mRNA da hBACE 1. Para este estudo foram usadas células nao tratadas por

forma a ter um controlo negativo. A figura 31 apresenta os resultados obtidos.

1.5+
1.0+

0.5+

Niveis de mRNA da hBACE1
normalizados em relagao ao GAPDH

Figura 31 - Niveis de expressao do mRNA da hBACE1 apos transfecdo com pre-miR-
29 sujeito as melhores condicdes reveladas nos estudos de DC.

Relativamente aos ensaios realizados com sorbitol, ndao foi possivel concluir o efeito sobre a
atividade bioldgica do pre-miR-29, uma vez que as células ndo permaneceram viaveis apos a
transfecao. Este resultado pode indicar que a concentracao usada de sorbitol pode apresentar
alguma toxicidade celular, e por isso ensaios adicionais seriam necessarios, para concluir

sobre a acao da melhor concentracao deste agente. Quanto aos restantes ensaios, e
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interpretando os resultados obtidos apos a transfecao, € possivel perceber que na presenca
de pre-miR-29 estabilizado com arginina se verifica uma diminuicao significativa da expressao
do mRNA da proteina hBACE1, quando comparado com as outras condicoes. Além disso, é
também importante realcar este efeito acentuado quer para o armazenamento a -80°C quer
para 4°C. Assim, estes resultados conjugados com os resultados obtidos no DC, sugerem que a
arginina pode ser um bom agente a adicionar as preparacdes de pre-miR-29 para manter a sua
estrutura e atividade, levando a degradacao dos transcritos ou a repressao da traducao da
hBACE1 permitindo um potencial controlo da DA.

Em estudos recentes foi demonstrado que a formulacdo de nanoparticulas modificadas com
aminoacidos melhora notavelmente a entrada nas células, nomeadamente através da
modificacao das particulas com arginina. Esta eficiéncia de transfecao esta relacionada com a
possibilidade das particulas escaparem ao endossoma, facilitando a entrega do material
genético e a sua expressao [76].

Também neste caso, a incubacdo do RNA com arginina pode de alguma forma ter estabilizado
o complexo, facilitando a entrada na célula e induzindo o processamento do pre-miR-29,

promovendo a sua ac¢ao.
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Capitulo 4

Conclusées e Perspetivas Futuras

Nos dltimos anos, o estudo em volta da molécula de RNA teve um enorme
desenvolvimento/impacto no que diz respeito a sua aplicacdo a nivel terapéutico, ja que se
reconhece o seu envolvimento em inumeras doencas, nomeadamente do foro oncoldgico e
neurodegenerativo. Diversos tipos de RNAs tém sido identificados, nomeadamente os ncRNAs,
considerados potenciais produtos terapéuticos devido a sua atuacdo em diversas vias
regulatorias, promovendo assim o silenciamento de varios genes. Como ja referido
anteriormente, a molécula de pre-miR-29b desempenha um papel importante na progressao
da doenca de Alzheimer. Contudo, a molécula de RNA é bastante fragil e sensivel a diversos
fatores, que podem promover a sua instabilidade e degradacao. Assim, é fundamental manter
a sua integridade e estabilidade estrutural ao longo de todo o seu processamento, por forma a
garantir a sua atividade biologica.

O presente trabalho teve como objetivo inicial o desenvolvimento de uma nova estratégia de
purificacao para obter o pre-miR-29b com elevado grau de pureza, a partir de uma matriz de
L-metionina-agarose. Foram exploradas varias concentracdes de sulfato de amoénio, quer nos
passos de ligacdo quer nos passos de eluicao, de forma a manipular varios tipos de interacgdes,
nomeadamente hidrofobicas, para isolar o pre-miR-29b dos varios tipos de RNAs presentes na
amostra. Porém, os resultados obtidos nao revelaram seletividade entre os varios tipos de
RNAs. Assim, optou-se por utilizar a estratégia de purificacdo ja delineada pelo grupo de
investigacao, baseada na utilizacao da matriz de L-arginina-Sepharose.

Posteriormente foram realizados estudos “preliminares” de dicroismo circular para avaliar a
estabilidade estrutural do RNA total colocando a amostra em contato com diferentes tipos de
estabilizadores, com posterior armazenamento sob diferentes condicées (temperatura e
tempo de armazenamento). Pela analise dos espectros de DC, é possivel concluir que apods
incubacao com EDTA durante 30 dias a -80°C numa concentracao de 1 mM, a estabilidade da
molécula de RNA mantém-se. O mesmo se verificou aquando da sua incubacdo com arginina
em diferentes concentracdes, de 1 e 25 mM, para o armazenamento as temperaturas de 4°C e
-80°C. Também foi possivel concluir que a trealose nado indica ser um bom aditivo, tendo
demostrado sempre destabilizacdo de ambas as bandas caracteristicas do RNA nos espectros
de DC.

Por fim, foram também realizados ensaios de transfecdo com as células N2a695 para avaliar a
atividade biologica do pre-miR-29 sujeito as melhores condicoes de armazenamento e
excipientes encontradas nos ensaios com RNA total. Estes ensaios indicaram que o pre-miR-29
incubado com arginina 1 mM durante, 30 dias a temperatura de -80°C apresenta uma inibicao

de aproximadamente 100% do mRNA da proteina hBACE 1, comparativamente aos resultados

65



obtidos para a transfecdo do pre-miR-29 sem influéncia de aditivo ou sob a influéncia de
outras condicdes de armazenamento. Em suma, os ensaios decorridos no DC apresentam ser
uma vantagem promissora permitindo assim o estudo de estabilidade do RNA em diferentes
aditivos e condicoes.

Futuramente, e por forma a dar continuidade a este estudo, é necessario otimizar a etapa de
purificacao para obter o pre-miR-29 com elevado grau de pureza. Uma abordagem promissora
sera a utilizacdo de suportes cromatograficos inovadores, como os monolitos, modificados
com um derivado de aminoacido, como a Benzil-histidina. Além disto, pretende-se realizar
ensaios em triplicado (n=3) dos excipientes ja testados nestes ensaios “preliminares”, onde
apenas foram realizados ensaios em duplicado (n=2). Adicionalmente, também se pretende
realizar ensaios com novas classes de excipientes, aplicando a técnica de DC e as mesmas
condicoes testadas neste trabalho, de maneira a obter uma maior estabilidade da molécula
de RNA e uma amostragem mais ampla de excipientes a utilizar como estabilizadores destas
moléculas. Ainda neste estudo é desejavel aplicar desenho experimental, nomeadamente
desenho fatorial para a realizacao de um “screening” das melhores condicdes. Futuramente,
podem ainda ser realizados estudos in vitro para avaliar a eficiéncia de transfecao de células
neuronais com o pre-miR-29b quando armazenado com os novos aditivos, avaliando os niveis
de expressao do mRNA da hBACE1, assim como realizar estudos de toxicidade dos excipientes

selecionados.
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